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1. Einleitung

I Einleitung

1.1 Die Ahornsirupkrankheit (MSUD)

Die Ahornsirupkrankheit ist eine autosomal-rezessiv vererbte Stoffwechselkrankheit, der
eine Abbaustorung der verzweigtkettigen Aminosauren (branched-chain amino acids,
BCAA) Leucin, Isoleucin und Valin zugrunde liegt. Diese Aminosauren und ihre
korrespondierenden a-Ketosauren (branched-chain a-ketoacids, BCKA) akkumulieren
in den Korperflussigkeiten (Chuang & Shih, 2001). Die Ursache sind
aktivitatsvermindernde Veranderungen des Multienzymkomplexes der verzweigtkettigen
o-Ketosauren-Dehydrogenase (branched-chain a-ketoacid dehydrogenase, BCKDH).
Die erste Beschreibung von Patienten mit Ahornsirupkrankheit erfolgte 1954 (Menkes et
al., 1954). Zusatzlich zu schweren neurologischen Symptomen fiel bei den betroffenen
Kindern ein suBlicher, an Ahornsirup erinnernder Urin- und Koérpergeruch auf. Dies
fuhrte zur Namensgebung der Stoffwechselkrankheit, die im Englischen Maple Syrup
Urine Disease (MSUD) heilt (Westall et al., 1957). Heute weil3 man, dass flr den
Geruch die Substanz Sotolone aus dem Isoleucin-Intermediarstoffwechsel,
verantwortlich ist (Podebrad et al., 1999). Sotolone ist auch in Ahornsirup enthalten.

Die geschatzte Inzidenz der Ahornsirupkrankheit liegt weltweit bei 1:185.000
Neugeborenen (Chuang & Shih, 2001). Es gibt fur einige ethnische Gruppen besonders
hohe Manifestationsraten. So liegen die Inzidenzen in der Population der Mennoniten in
den USA mit etwa 1:200 Neugeborenen (Marshall & DiGeorge, 1981) und bei
aschkenasischen Juden mit etwa 1:113 Neugeborenen (Edelmann et al., 2001)
aufgrund von Foundereffekten sehr viel hdéher. In Populationen mit der Tradition der
konsanguinen EheschlieBung sind die Inzidenzen ebenfalls hoch. Fur die Turkei wird
beispielsweise eine Inzidenz von 1:50.000 Neugeborenen angegeben (Dursun et al.,
2002).
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1.2 Biochemische Grundlagen der Ahornsirupkrankheit
(MSUD)
1.21 Der BCKDH-Multienzymkomplex

Das Enzym BCKDH liegt als Multienzymkomplex vor und befindet sich an der inneren
Mitochondrienmembran aller Gewebe (Yeaman, 1986). Es setzt sich aus funf
katalytischen Untereinheiten zusammen. Diese sind die E1-, E2- und E3-Untereinheit,
eine Kinase und eine Phosphatase.

Die E1-Untereinheit ist eine Thiaminpyrophosphat-abhangige BCKA-Decarboxylase, die
als Heterotetramer (a.2p2) mit einer molekularen Masse von 170 kDa (E1a: 91 kDa, E1:
75,6 kDa) vorliegt. Die Untereinheit E1a dieses Heterotetramers wird durch das
BCKDHA-Gen kodiert, welches auf Chromosom 19 (19913.1-913.2) liegt (Crabb et al.,
1989; Fekete et al., 1989). Die E1p-Untereinheit wird durch das BCKDHB-Gen auf
Chromosom 6 (6q14) kodiert (Edelmann et al., 2001).

Die E2-Untereinheit ist eine Dihydrolipoyl-Transacylase, die als Homopolymer (o24) mit
einer molekularen Masse von 46,7 kDa vorliegt. Sie wird durch das DBT-Gen kodiert,
welches auf Chromosom 1 (1p31) liegt (Herring et al., 1991; Lau et al., 1991; Zneimer
etal., 1991).

Die E3-Untereinheit ist eine Dihydrolipoyl-Dehydrogenase, die als Homodimer (o) mit
einer molekularen Masse von 110,0 kDa vorliegt. Sie wird durch das DLD-Gen kodiert,
welches auf Chromosom 7 (7q31-932) liegt (Scherer et al., 1991).

Die inaktivierende Kinase und die aktivierende Phosphatase sind zwei Enzyme, die
spezifisch die Aktivitat des Enzymkomplexes regulieren. Die Kinase mit einer
molekularen Masse von 43,0 kDa wird durch das BCKDK-Gen auf Chromosom 16
(16p11.2) kodiert (Chuang et al., 2002).

Der Phosphatase mit einer molekularen Masse von 460,0 kDa konnte lange kein
kodierendes Gen zugewiesen werden. Es scheint sich hierbei um die Protein-
Phosphatase 2Cm zu handeln, die durch das PP2Cm-Gen (auch PPM1K-Gen genannt)
kodiert wird (Lu et al., 2009).
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Die 24 kubisch angeordneten Kopien der E2-Untereinheit bilden den Kern des
Multienzymkomplexes. Um den Kern herum lagern sich zwolf Kopien der E1- und sechs
Kopien der E3-Untereinheit (Avarsson et al., 2000). Die Phosphatase und Kinase sind
uber lonenbindungen mit der E1-Untereinheit verbunden (Chuang & Shih, 2001).
Abbildung 1.1 zeigt die Anordnung der katalytischen Untereinheiten innerhalb des

BCKDH-Multienzymkomplexes.

Abbildung 1.1: Der BCKDH-Multienzymkomplex (modifiziert aus Avarsson et al., 2000).

Wahrend die E1- und E2-Untereinheiten spezifisch fur die BCKA-Dekarboxylierung
sind, ist die E3-Untereinheit Bestandteil einer Enzymfamilie aus insgesamt drei hoch
konservierten a-Ketosduren-Dehydrogenasen mit ahnlicher Struktur und Funktion.
Neben der BCKDH ist sie Bestandteil auch der Pyruvat-Dehydrogenase (PDH) und der
o-Ketoglutarat-Dehydrogenase (a-KGDH). Ein genetischer Defekt, der zu einer
Aktivitatsminderung der E3-Untereinheit fuhrt, ist ein eigenstandiges Krankheitsbild, bei
dem zusatzlich zu den BCAA und BCKA auch Pyruvat, Laktat und a-Ketoglutarat
akkumulieren (Chuang & Shih, 2001). Dieser Dihydrolipoyl-Dehydrogenase-Mangel
(oder E3-Mangel) findet im Rahmen dieser Arbeit keine Berucksichtigung.

Die spezifische Kinase und die spezifische Phosphatase sind Teil der
Aktivitatsregulierung des BCKDH-Komplexes (Reed et al., 1985). Dabei findet die
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Phosphorylierung bzw. Dephosphorylierung an einem Serinrest innerhalb der E1la-
Untereinheit  statt  (Paxton et al, 1986). Neben der reversiblen
Phosphorylierung/Dephosphorylierung spielen flr die Regulierung der Aktivitat des
BCKDH-Komplexes auch die Konzentrationsverhaltnisse der Substrate (bzw.
Substratanaloga) und Produkte des Enzyms (Williamson et al., 1979; Danner et al.,
1982) sowie eine Regulierung der Genexpression (Chuang et al., 1983; Chicco et al.,
1994) eine Rolle.

1.2.2 Der Stoffwechsel der verzweigtkettigen Aminosauren
(BCAA)

Bei der Verstoffwechselung der BCAA, die aus den Nahrungs- und Gewebeproteinen
stammen, werden diese durch reversible Transaminierung durch die BCAA-
Aminotransferase in die entsprechenden a-Ketosauren uberfuhrt.

Dabei entstehen aus Leucin o-Ketoisocapronsaure (KIC), aus Isoleucin o-Keto-B-
Methylvaleriansaure (KMV) und aus Valin a-Ketoisovaleriansaure (KIV).

Der weitere Abbau der o-Ketosduren (RCO-COOH) erfolgt durch irreversible
Dekarboxylierung vermittelt durch den BCKDH-Enzymkomplex. Die
Dekarboxylierungsreaktion der a-Ketosduren durch die BCKDH verlauft nach der
folgenden Formel:

RCO-COOH + CoA-SH + NAD* — RCO-S-CoA + CO,T + NADH + H*

Der Abbau der BCAA ist in Abbildung 1.2 dargestellt. In dieser Abbildung ist die
Blockade des Stoffwechsels bei der MSUD durch einen schwarzen Balken markiert. Es
wird ersichtlich, dass sich im Falle der MSUD im Kdrper primar die BCKA proximal des
Stoffwechselblocks anhaufen. Diese werden aber aufgrund der reversiblen
Transaminierung durch die BCAA-Aminotransferase in den Geweben in die
entsprechenden Aminosauren uberfihrt. Somit akkumulieren bei der MSUD in den
Korperflussigkeiten sowohl die verschiedenen BCKA als auch die BCAA (Chuang &
Shih, 2001).
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Abbildung 1.2: Der Abbau der verzweigtkettigen Aminosduren (modifiziert aus Nyhan et al., 2005):
Enzymschritt 1 wird katalysiert durch die BCAA-Aminotransferase, Enzymschritt 2 durch die BCKDH.
Enzymschritt 2 ist bei der MSUD blockiert.

Die Blockade im Isoleucinabbau bedeutet primar eine Akkumulation von S-KMV.
Besonders unter den Bedingungen hoher S-KMV-Konzentrationen kommt es zu einer
Umlagerung dieser a-Ketosaure durch Keto-Enol-Tautomerisierung zu R-KMV. Durch
reversible Transaminierung von R-KMV entsteht die Aminosaure L-Allo-Isoleucin. Allo-
Isoleucin ist ein Stereoisomer von Isoleucin und kann, da es nicht proteinogen ist und
somit in keinem Protein enthalten ist, lediglich aus R-KMV entstehen. Allo-Isoleucin ist
bei gesunden Individuen nur in aullerst geringer Konzentration im Plasma nachweisbar
(< 5 umol/l). In grofleren Mengen entsteht es im Rahmen einer Aktivitatseinschrankung
der BCKDH bei der MSUD und es ist in erhohter Konzentration als pathognomonisch
fur die MSUD zu betrachten. Die Erhéhung von Allo-Isoleucin in Relation zum Ausmalf
einer vorliegenden BCKDH-Aktivitatsminderung macht diese Aminosaure als
diagnostischen Parameter fur die Abschatzung des Schweregrades einer MSUD
interessant (Schadewaldt et al., 1999).
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1.2.3

Auswirkungen der Akkumulation der verzweigtkettigen

Aminosauren und Metabolite — Pathomechanismus

Die akkumulierenden BCAA und BCKA haben sowohl eine akute als auch eine

chronische neurotoxische Wirkung auf das Gehirn. Die neurotoxische Wirkung geht

dabei hauptsachlich von Leucin und der zugehorigen Ketosaure KIC aus. Der

Mechanismus der Neurotoxizitat ist noch nicht vollstandig bekannt. Wahrscheinlich

spielen zwei sich unterstutzende Mechanismen eine Rolle.

1.

Ein Mangel an essentiellen Aminosauren im Gehirn durch einen
unausgewogenen Transport der neutralen Aminosauren (Phenylalanin, Threonin,
Tryptophan, Tyrosin etc.) durch die Bluthirnschranke flihrt zu einer
eingeschrankten Protein- und Neurotransmittersynthese im Gehirn. Diese
Storungen sind mit der Akkumulation von Leucin assoziiert.

Es kommt zu einer Storung des Glutamatstoffwechsels in den Astrozyten und
Synaptosomen sowie zu einem Energiemangel in den Zellen infolge einer
Beeintrachtigung des Citratzyklus. Diese Stérungen sind in erster Linie mit der
Akkumulation der KIC assoziiert (Zinnanti et al., 2009).

Abbildung 1.3 zeigt einen Uberblick tiber die vermuteten Pathomechanismen:




1. Einleitung

NAD+

Ao Pyruvate

Floctater —
g Norleucine

Leucine

" 4
C arry
Na*/ATPase W}
: , - Gin Cerebral
: *\.H__;,.f- il Edel

Restriction
Cerebral

Abbildung 1.3: Vermutete Pathomechanismen der MSUD (modifiziert aus Zinnanti et al., 2009): (1): Das
akkumulierende Leucin konkurriert mit neutralen Aminosauren (large neutral amino acids, LNAAs) am
LAT1-Transporter der Bluthirnschranke. Die dadurch entstehenden verminderten Konzentrationen der
Aminosauren innerhalb der Bluthirnschranke fiihren zu einer verminderten Neurotransmitter- und
Proteinsynthese und zur Dysmyelinisierung. (2): Die Akkumulation von KIC in den Astrozyten und
Neuronen fihrt durch Transaminierung zu Leucin zu einem relativen Mangel an Aminogruppen und
dadurch zu einer Erhéhung des o-Ketoglutarat (a-KG)/Glutamat-Konzentrationsverhaltnisses. (3): Ein
Anstieg des o-KG/Glutamat-Verhaltnisses fuhrt in den Mitochondrien zu einer Beeintrachtigung des
Malat/Aspartat-Shuttles und damit zu einem erhéhten NADH/NAD"-Verhéltnis, was den Abbau von Laktat
zu Pyruvat hemmt. Auflerdem kommt es in den Mitochondrien durch die hohe KIC-Konzentration Uber
eine Hemmung der PDH und der a-KGDH zu einer Stérung des Citratzyklus (=Krebszyklus) und damit
verbunden zu einer verminderten ATP-Synthese. Dadurch wird wiederum die Na*/K*-lonenpumpe in ihrer
Funktion beeintrachtigt, was zu einer Schwellung der Astrozyten und zu einem Hirnédem flihren kann
(siehe 2).

Ein akuter starker Anstieg der Leucin- und KIC-Konzentrationen, z. B. im Rahmen eines

Katabolismus von korpereigenem Protein wahrend interkurrenter Erkrankungen
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(kataboler Stress), fluhrt zu einer akuten Encephalopathie begleitet von einem
Hirnddem. Bei langfristig maRiggradig erhdhten Leucin- und KIC-Konzentrationen
kommt es dahingegen zu einer chronischen Hirnschadigung mit Dysmyelinisierung
(Silberman et al., 1961; Schénberger et al., 2004).

Aus diesen Zusammenhangen folgt, dass zur Vermeidung einer Hirnschadigung
Patienten mit MSUD eine lebenslange Behandlung bendtigen, durch welche die
Plasmakonzentrationen flr Leucin und die anderen BCAA in den normnahen Bereich

gesenkt werden.

1.3 Klinische Phanotypen der MSUD

Die MSUD prasentiert sich in verschiedenen Formen, die sich hinsichtlich des
klinischen Verlaufs, der Art und Auspragung der Symptomatik und der erforderlichen
Therapie sowie einiger biochemischer Parameter unterscheiden.

Derzeit werden eine klassische Form und mehrere variante Formen unterschieden
(Chuang & Shih, 2001; Simon et al., 2006a).

1.3.1 Klassische MSUD

Die klassische Form der MSUD stellt die schwerste und mit einem Anteil von 75 % aller
Falle zugleich die haufigste Verlaufsform dar.

Bei Geburt verhalten sich die Kinder zunachst noch unauffallig, da die intrauterin
akkumulierten verzweigtkettigen Substanzen Uber die Plazenta eliminiert wurden.
Aufgrund eines kritischen Anstiegs der BCAA und BCKA in Blut und Geweben durch
postnatalen Abbau von Gewebs- und Nahrungsproteinen wird das betroffene
Neugeborene ab dem vierten bis siebten Lebenstag lethargisch. Es zeigt eine
Trinkschwache und entwickelt eine progrediente neurologische Symptomatik
(Mackenzie & Woolf, 1959; Dancis et al., 1960; Matsuda el al., 1990).

Im Sinne einer metabolischen Encephalopathie entwickeln die Patienten eine
Symptomatik mit Hypo- und Areflexie, Rumpfhypotonie bei gleichzeitiger Hypertonie der
Extremitatenmuskulatur und Ausbildung eines Hirnddems, das sich als Vorwdlbung der
Fontanelle zeigt, aber auch durch CT- oder MRT-Bildgebung dargestellt werden kann

8
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(Mantovani et al., 1980; Mikati et al., 1982; Suzuki et al., 1983; Romero et al., 1984;
Morton et al., 2002). Es kann zu cerebralen Krampfanfallen kommen und ein
charakteristisches EEG-Muster mit einem kammartigen Rhythmus wurde beschrieben
(Estivill et al., 1985; Korein et al., 1994). Bei progredientem Krankheitsverlauf kommt es
schlieBlich zur respiratorischen Insuffizienz, die in einem tiefen Koma endet, das
unbehandelt zum Tod fuhrt.

Mit Beginn der neurologischen Symptomatik wird haufig der typische ahornsirupartige
Urin- und Korpergeruch wahrnehmbar.

Abhangig von der Dauer der Konzentrationserhbhung und der Hoéhe der
Konzentrationen der neurotoxischen Metabolite sind diese Symptome unter adaquater
Therapie mit rascher Senkung der Metabolite reversibel oder gehen in neurologische
Defektsyndrome Uber, die von einer Intelligenzminderung bis hin zur spastischen
Zerebralparese reichen kénnen (Snyderman, 1988; Morton et al., 2002; Schénberger et
al., 2004; Simon et al., 2007).

Auf die Konstellation der klinisch-chemischen Parameter bei einer klassischen MSUD

wird im Kapitel Diagnostik eingegangen.

1.3.2 Variante Formen der MSUD

Die varianten Formen der MSUD verlaufen aufgrund héherer BCKDH-Restaktivitaten
meist milder als die klassische MSUD.

Kinder mit einer intermediaren Form, die als eine schwere Variante gilt, fallen in der
Regel in den ersten Lebensjahren durch eine Kkontinuierlich verzogerte
psychomotorische Entwicklung auf. In manchen Fallen wurde auch von neurologischen
Symptomen wie einer Ophthalmoplegie berichtet (Zee et al., 1974; Chhabria et al.,
1979). Selten kam es zu akuten metabolischen Dekompensationen mit
encephalopathischen Episoden. Bei dieser Form der MSUD lagen wahrscheinlich
unbemerkt langfristig unkontrolliert hohe BCAA- und BCKA-Spiegel vor.

Die an der leichteren intermittierenden Form erkrankten Kinder sind zunachst
vollkommen unauffalig ohne Ausbildung von korperlichen, geistigen oder
neurologischen Defiziten. Wenn sie jedoch auldergewohnlichen
Stoffwechselbelastungen wie beispielsweise bei fieberhaften Infektionskrankheiten,

Impfungen, Operationen oder einer Ubermaligen Proteinzufuhr ausgesetzt sind,

9
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kénnen die in der Regel nur leicht erhdhten Spiegel der verzweigtkettigen Substanzen
in neurotoxische Bereiche ansteigen. Wahrend solcher akuten metabolischen Krisen
entwickeln die Patienten neurologische Symptome wie Ataxie, Somnolenz und Koma
sowie eine Ketoazidose (Morris et al., 1961) und kdnnen ohne Therapie versterben. Oft
wurde und wird in solchen Fallen die richtige Diagnose einer MSUD erst nach mehreren
encephalopathischen Episoden gestellt. In der Regel entwickeln sich die Kinder ohne
schwer verlaufende Episoden altersentsprechend (Chuang & Shih, 2001).

Von dem Vorkommen einer sehr milden, wahrscheinlich asymptomatisch
verlaufenden Form der MSUD wurde erst nach Aufnahme der MSUD als Zielkrankheit
in das Programm des Neugeborenenscreenings (NBS) berichtet. Bei den
entsprechenden Kindern ergab sich zwar ein fur eine MSUD auffalliger Befund im
Neugeborenenscreening, sie blieben aber zumindest bis ins junge Erwachsenenalter
auch wahrend interkurrenter Erkrankungen frei von encephalopathischen Episoden und
frei von psychomotorischen oder neurologischen Defiziten (Ensenauer et al., 2004;
Simon et al., 2006a).

Auf die Konstellation der klinisch-chemischen Parameter bei den varianten Formen der

MSUD wird im Kapitel Diagnostik eingegangen.

Tabelle 1.1 zeigt einen Uberblick tiber die klinischen Phanotypen der MSUD.

10
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Tabelle 1.1: Ubersicht (iber die klinischen Phanotypen (modifiziert aus Gorzelany,

2009)
Restaktivitét
Klinischer | Manifestationsalter Symptomatik/ Biochemische BCKDH
Phénotyp klinischer Verlauf Parameter (% der
Norm)
Trinkschwache, Lethargie,
Klassisch Neonatal Muskelhypo-/-hypertonie, Stark erhdhte 0-2
4.-7. Ketoazidose, zerebrale BCAA und BCKA
Lebenstag) Krampfanfalle
Psychomotorische
Intermediar Entwicklungsverzdgerung, Permanent
(schwere 0,5 - 2 Jahre selten akute erhohte BCAA und 3-30
Variante) encephalopathische BCKA
Episoden, bleibende
neurologische Defizite
Wahrend
Intermittierend Episodisch Ataxie/ asymptomatischer
(leichte 0,5 -7 Jahre Ketoazidose wahrend Phasen keine oder 5-20
Variante) Infektionen (kataboler nur geringe BCAA-
Stress); normale /BCKA-
Entwicklung Erhéhungen
Asympto- - - Identifizierung im 13-20
matisch NBS

Grundsatzlich kann es bei allen klinischen Phanotypen der MSUD im Rahmen eines

Gewebskatabolismus mit Abbau von Muskelprotein zu einem starken Anstieg der

Plasmakonzentrationen von Leucin und KIC kommen, und dadurch ausgeldst zu einer

akuten Encephalopathie, begleitet von einem Hirnddem. Zu solchen metabolischen

Entgleisungen kann es selbst bei sorgfaltig im Rahmen der Therapie kontrollierten

Patienten wahrend interkurrenter Erkrankungen, Hungerzustanden und Operationen
kommen (Morton et al., 2002).
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1.4 Diagnostik

Die Diagnostik der MSUD erfolgte bis zum Jahre 2002 in der Regel aufgrund klinischer
Symptome. Seit 2002 (und in Deutschland flachendeckend seit 2005) wird die MSUD,
unabhangig von der klinischen Symptomatik, im Rahmen des erweiterten

Neugeborenenscreenings (NBS) erkannt.

1.4.1 Erkennung der MSUD im Neugeborenenscreening

Ziel ist die Fruherkennung der MSUD bei Neugeborenen durch Untersuchung von
Kapillarblut, welches in der 36.-72. Lebensstunde abgenommen und auf eine
Filterpapierkarte getropft wird und am Abnahmetag in ein anerkanntes Screeninglabor
versandt wird. Dort wird es mittels Tandem-Massenspektrometrie analysiert. Dabei
werden auf der Suche nach einer MSUD im Trockenblut die Summe der
Konzentrationen von Leucin und Isoleucin (Leucin + Isoleucin) und die Konzentration
von Valin gemessen. Ein positiver auf MSUD verdachtiger Befund liegt vor, wenn die
Konzentration fur Leucin + Isoleucin oberhalb eines definierten cut-off-Wertes liegt. Ein
entsprechender Befund wird umgehend an den Einsender gemeldet mit der Auflage,
eine  Kontrolluntersuchung oder eine Bestatigungsuntersuchung far MSUD
durchzufihren (Zytkovicz et al., 2001; Schulze et al. 2003; Gemeinsamer
Bundesausschuss der Arzte und Krankenkassen, 2005; Simon et al., 2006b).

Wie fur andere Zielkrankheiten des Neugeborenenscreenings gilt auch fur die MSUD,
dass ein positiver Screeningbefund immer nur eine Verdachtsdiagnose und keine
definitive Diagnose darstellt. Es muss stets eine sichere Bestatigung der Diagnose
(oder auch ein sicherer Ausschluss der Diagnose) mit geeigneten
Anschlussuntersuchungen erfolgen. Zudem ist der Ublicherweise angewendete
Screeningtest auf MSUD relativ unspezifisch. In einigen Laboratorien konnte die
Spezifitat dadurch erhoht werden, dass im Trockenblut auch der fur MSUD
pathognomonische Metabolit Allo-Isoleucin gemessen wird (Matern et al., 2007;
Oglesbee et al., 2008).

Die frihzeitige Erkennung der MSUD am 4. bis 5. Lebenstag aufgrund erhdhter
Konzentrationen der BCAA im Blut bringt es mit sich, dass das betroffene Neugeborene
sich noch im prasymptomatischen Stadium oder zu Beginn des symptomatischen

Stadiums befindet. Mit dem Neugeborenenscreening konnen grundsatzlich
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1. Einleitung

Neugeborene sowohl mit der klassischen MSUD als auch mit einer MSUD-Variante
erkannt werden und eine Behandlung kann frihzeitig erfolgen, noch bevor es zur
Ausbildung schwerer und zum Teil irreversibler Storungen des Zentralnervensystems
kommt (Heldt et al., 2005; Simon et al., 2006b). Allerdings kann anhand des ersten
positiven Screeningbefundes nicht in jedem Falle zwischen einer klassischen MSUD
und einer leichteren MSUD-Variante unterschieden werden (Fingerhut et al., 2008). In
wenigen Fallen sind auch falsch negative Screeningbefunde berichtet worden, fur die
sich aufgrund spater aufgetretener Symptome herausstellte, dass eine MSUD-Variante
vorlag (Bhattacharya et al., 2006).

Obwohl die eindeutige Forderung besteht, dass eine durch einen positiven
Screeningbefund  gestellte  Verdachtsdiagnose einer MSUD immer eine
Bestatigungsdiagnostik mit geeigneten Anschlussuntersuchungen erforderlich macht, ist
in Deutschland der Algorithmus, nach dem die Bestatigungsdiagnostik zu erfolgen hat,

bisher nicht verbindlich in einer Leitlinie festgelegt.

1.4.2 Bestatigungsdiagnostik der MSUD

Eine sichere Diagnosestellung der MSUD kann ausschlieBlich durch Anwendung
geeigneter Labormethoden erfolgen. Die Labormethoden der Bestatigungsdiagnostik
betreffen grundsatzlich Untersuchungen auf drei Ebenen mit von der ersten zur dritten

Ebene zunehmender Beweiskraft. Es sind die folgenden:

1. Die Ebene der Stoffwechselmetabolite: Auf dieser Ebene erfolgt die Diagnostik
uber den Nachweis eines flr die MSUD spezifischen Metabolitenspektrums im
Blutplasma.

2. Die Ebene der Enzymaktivitat: Auf dieser Ebene erfolgt der biochemische
Nachweis einer veranderten Enzymaktivitat in unterschiedlichem Zell- oder
Gewebsmaterial.

3. Die molekulargenetische Ebene: Auf dieser Ebene erfolgt der
molekulargenetische Nachweis krankheitsverursachender Mutationen in den

krankheitsspezifischen Genen.
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Ad 1.: Die Untersuchung des spezifischen Metabolitenspektrums im Blutplasma und
anderen Korperflussigkeiten ist die erste Ebene der Bestatigungsdiagnostik bei der
Verdachtsdiagnose MSUD, gestellt entweder aufgrund der klinischen Symptomatik oder
aufgrund eines positiven Befundes im Neugeborenenscreening.

Bei der Diagnostik der MSUD auf der Ebene der Stoffwechselmetabolite wird in der
Regel die Messung der BCAA einschlieRlich der fir die MSUD pathognomonischen
Aminosaure Allo-Isoleucin im Plasma mit sensitiven Methoden angewendet. Seltener
wird der Nachweis Uber stark erhohte Konzentrationen der BCKA im Urin gefuhrt.

Die Konzentrationen der BCAA kdnnen in Abhangigkeit vom Schweregrad der MSUD
unterschiedlich hoch sein: Sehr sicher fir eine klassische MSUD spricht, wenn die
Plasma-Leucinspiegel am Ende der ersten Lebenswoche eines Kindes >> 1000 pmol/|
(Referenzbereich < 153 ymol/l) liegen. Auch die Konzentrationen flr Valin und Isoleucin
sind stark erhoht, meist aber nicht so ausgepragt wie fur Leucin (Referenzbereich fur
Valin <260 umol/l, fir Isoleucin < 76 umol/l). Bei den milderen Varianten der MSUD
sind die Plasma-Leucinkonzentration weniger stark erhoht: sie liegen etwa zwischen
500 und 1500 pmol/l (Chuang & Shih, 2001).

Bei den intermittierenden oder den asymptomatisch verlaufenden MSUD-Varianten sind
die Plasma-Leucinspiegel meistens nur leicht erhdht (ca. 350 pmol/l); sie kbnnen sogar
vollstandig im Referenzbereich liegen, solange kein kataboler Stress vorliegt. Wahrend
eines katabolen Stress begleitet von den Symptomen einer Encephalopathie sind bei
Patienten mit einer intermittierenden Variante ebenfalls Plasma-Leucinspiegel von
deutlich Gber 1000 pmol/l zu erwarten. In diesen Fallen sind auch Valin und Isoleucin

stark gegenuber der Norm erhoht.

Bei der Bewertung der Allo-Isoleucinspiegel im Plasma sind Werte > 5 umol/l als
pathognomonisch flir eine MSUD zu betrachten (Schadewaldt et al., 1999). Bei der
klassischen MSUD sind am Ende der ersten Lebenswoche eines Kindes Allo-
Isoleucinkonzentrationen > 150 pmol/l zu erwarten. Bei milderen Varianten liegen die
Spiegel wahrend Zeiten eines relativ geringen Isoleucinspiegels entsprechend niedriger.
Allo-Isoleucin eignet sich insbesondere zur differentialdiagnostischen Abgrenzung einer
~otoffwechselkrise mit Encephalopathie” bei einer intermittierenden MSUD-Variante von
durch einen katabolen Stress ausgeldsten ketoacidotischen Zustanden bei Personen

ohne MSUD. In den letztgenannten Fallen kdnnen die BCAA-Spiegel auch ohne das
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Vorliegen einer MSUD stark erhoht sein, aber eben ohne Anstieg des Allo-Isoleucin
(Hambraeus et al., 1972; Held et al., 1976).

AuRerdem ist zur Einschatzung des Schweregrades der MSUD das Verhaltnis der
Konzentrationen von Allo-Isoleucin zu Isoleucin unter stabilen Bedingungen (Allo-

Isoleucin/Isoleucin-Ratio) von Interesse, auf das spater eingegangen wird.

Ad 2.: Die BCKDH-Aktivitaten und Restaktivitaten werden in Lymphozyten oder
kultivierten Fibroblasten gemessen. In der Regel wird die BCKA-Oxidation in kultivierten
Fibroblasten (unter Mitflihrung von Kontrollzelllinien im Test) mit einer radiochemischen
Methode durch Messung der Dekarboxylierung von 1-'*C-Leucin gemessen (Wendel et
al., 1981; Schadewaldt et al., 1989). Die Restaktivitat der BCKDH ist mit dem
Schweregrad der MSUD korreliert (Dancis et al., 1972). Sie betragt bei der klassischen
MSUD weniger als 2-5 % der Aktivitdt mitgefuhrter ,normaler Zellen® (Dancis et al.,
1972). Fur die varianten Formen der MSUD werden Restaktivitdten zwischen 3 und
30 % der Norm angegeben, siehe hierzu auch Tabelle 1.1 (Chuang & Shih, 2001;
Ensenauer et al., 2004, Simon et al., 2006a).

Ad 3.: In der Literatur sind fur die verschiedenen Formen der MSUD derzeit mehr als
166 krankheitsverursachende Mutationen beschrieben (Chuang et al., 2008). Bisher
wurden krankheitsverursachende Mutationen nur in den drei Genen, dem BCKDHA-,
BCKDHB- und DBT-Gen berichtet. Alle MSUD-Patienten mit Mutationsnachweis
zeichnen sich entweder durch eine Homozygotie der gefundenen Mutation oder eine
Compound—Heterozygotie fur mutierte Allele an jeweils einem Genlocus aus. Die hohe
Zahl an Kombinationsmdglichkeiten der unterschiedlich mutierten Allele kann zur

Erklarung der hohen Variabilitat des klinischen Phanotyps der MSUD beitragen.

1.5 Therapie

Die Therapie der MSUD besteht einerseits aus einer lebenslang durchzufihrenden
proteinrestriktiven und somit BCAA-armen Diatbehandlung, insbesondere bei der
klassischen MSUD, und andererseits aus der Akutversorgung wahrend kataboler

Krisen.

15



1. Einleitung

Ziel der Langzeittherapie ist es, die Plasmakonzentrationen der BCAA und ihrer
Metaboliten moglichst in den Referenzbereich abzusenken und permanent dort zu
halten. Wahrenddessen muss in Abhangigkeit von Alter, Wachstumsrate und
personlicher Toleranz eine genau zu ermitteinde Menge der drei verzweigtkettigen
Aminosauren Leucin, Valin und Isoleucin in ausreichender Hohe in Form von
naturlichem Protein aufgenommen werden. Dies ist wichtig um eine altersgerechte
Entwicklung des Kindes zu gewahrleisten (Chuang & Shih, 2001; Morton et al., 2002).
Zusatzlich zu dieser sehr proteinarmen Erndhrung muissen zum Ausgleich der in
unzureichenden Mengen enthaltenen essentiellen nicht-verzweigtkettigen Aminosauren
spezielle Leucin-, Valin- und Isoleucin-freie Aminosaurengemische, angereichert mit

Mineralien, Vitaminen und Spurenelementen, substituiert werden.

Die rasche Beseitigung stark erhohter BCAA- und Metabolitenspiegel wahrend eines
katabolen Stresses (z. B. wahrend fieberhafter Infektionskrankheiten) sowie die
Abschwachung der katabolen Stoffwechsellage sind die Ziele der Akutversorgung.
Wahrend solcher Situationen ist im Allgemeinen temporar eine weitere Reduktion der
BCAA-Zufuhr in Form von naturlichem Protein erforderlich. Sollte dadurch der durch
Katabolismus ausgeloste BCAA-Anstieg nicht zu beherrschen sein, sind eingreifende
Akutmalnahmen wie Hamofiltration oder Hamodialyse zur raschen Senkung hoher
BCAA- und BCKA-Spiegel erforderlich (Jouvet et al., 1997). Unterstitzend kann durch
Anwendung von Insulin und Glukose der katabolen Stoffwechsellage entgegen gewirkt
werden (Wendel et al., 1982).

Die Therapie der varianten Verlaufsformen der MSUD wird dem individuellen
Schweregrad der Erkrankung angepasst. Sie kann von einer wie oben beschriebenen
Diat bis hin zu einer moderaten Proteinreduktion im Rahmen einer normalen Ernahrung

mit Vermeidung von Proteinexzessen reichen.

Es wurden wenige Falle von Patienten mit klassischer MSUD berichtet, bei denen eine
Lebertransplantation durchgeflihrt wurde und die danach nur noch eine sehr milde
MSUD-Variante aufwiesen (Kaplan et al., 1997; Strauss et al., 2006). Eine im
Proteingehalt eingeschrankte Diat war nach Lebertransplantation nicht mehr erforderlich
(Strauss et al., 2006).
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1.6 Zielsetzung

Mit dem Material von insgesamt 14 Personen, bei denen sich die Verdachtsdiagnose
einer MSUD aufgrund der klinischen Symptomatik oder aufgrund eines positiven
Befundes im Neugeborenenscreening ergab, sollte die Bedeutung des Nachweises
krankheitsverursachender Mutationen fur eine sichere Bestatigung der Diagnose MSUD
untersucht werden.

Im Rahmen dieser Untersuchung wurden folgende Teilaspekte bearbeitet:

e Zuordnung der im Neugeborenenscreening identifizierten Falle von MSUD zu
einem von drei klinischen Phanotypen im Vergleich zu klinisch diagnostizierten

Fallen.

e Molekulargenetische Charakterisierung hinsichtlich moglicher
Mutationsereignisse im BCKDHA- BCKDHB- und DBT-Gen bei allen 14

untersuchten Personen.

e Mogliche Konsequenzen der gefundenen Mutationen auf die Sekundar- und
Tertiarstruktur der E1- (E1a- und E1B-) und E2-Untereinheiten des BCKDH-

Multienzymkomplexes.

e Diskussion eines Algorithmus fur die Konfirmationsdiagnostik bei Verdacht auf

eine MSUD aus dem Neugeborenenscreening.
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1. Patienten, Material und Methoden

2.1 Patienten

Es wurden 14 Patienten mit Ahornsirupkrankheit unterschiedlichen Schweregrades und
mit unterschiedlicher ethnischer Herkunft untersucht. Sie wurden in verschiedenen
padiatrisch-metabolischen Zentren in Deutschland betreut. Acht Kinder wurden im
Neugeborenenscreening (NBS) erkannt, sechs Patienten aufgrund klinischer
Symptome. Die Patienten, die aufgrund des klinischen Verlaufs diagnostiziert wurden,
wurden im Auftrag der sie behandelnden Arzte in die Untersuchungen fiir diese Arbeit
aufgenommen. Die Kinder, bei denen die MSUD im Rahmen des
Neugeborenenscreenings diagnostiziert wurde, wurden auf regelmafliges Abfragen in
den Deutschen Screeninglaboratorien und Padiatrischen Stoffwechselzentren hin
mitgeteilt. Es sind die Kinder, bei denen in den Jahren 2005 und 2006 ein positiver
Screeningbefund auf MSUD gemeldet wurde. Die Untersuchung des Patienten M.U. mit
positivem Screeningbefund aus dem Jahre 2003 erfolgte im Auftrag der behandelnden
Arzte.

Bei jedem Patienten erfolgte die phanotypische Zuordnung anhand der von den
behandelnden Arzten bereitgestellten Daten. Neben dem klinischen Verlauf wurden
verschiedene klinisch-chemische Parameter herangezogen: in jedem Falle die
Plasmaspiegel der verzweigtkettigen Aminosauren Leucin, Valin und lIsoleucin, und
soweit verfugbar, die von Allo-Isoleucin zum Diagnosezeitpunkt und im Verlauf. Die
verwendeten Methoden zur Messung der Plasmaaminosauren unterschieden sich
zwischen den Behandlungszentren (Saulenchromatographie, HPLC, Tandem-
Massenspektroskopie). Bei einem Teil der Patienten wurde die Restaktivitat der
verzweigkettigen a-Ketosauren-Dehydrogenase (BCKDH) in Fibroblasten gemessen.
Die Messungen erfolgten im Stoffwechsellabor der Universitats-Kinderklinik Diusseldorf
in kultivierten Fibroblasten mit 1-"*C-markiertem Leucin als Substrat nach der Methode
von Schadewaldt et al. (Schadewaldt et al., 1989). Die Daten wurden aus den
Befundberichten entnommen.

Bei allen Patienten wurde die molekulargenetische Charakterisierung hinsichtlich
moglicher Mutationsereignisse im BCKDHA- BCKDHB- und DBT-Gen durchgefihrt.
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Die Studie wurde von der Ethikkommission der Heinrich-Heine Universitat genehmigt.

2.2 Vorgehen bei der phdnotypischen Zuordnung der Patienten
Anhand der klinischen und klinisch-chemischen Befunde wurde eine Zuordnung der fur
die molekulargenetische Untersuchung vorgesehenen Personen zu einem von drei
Schweregraden von MSUD vorgenommen:

e Klassische MSUD

¢ Intermediare oder intermittierende MSUD-Variante

¢ Noch asymptomatische MSUD-Variante

Zur phanotypischen Zuordnung wurden die folgenden klinisch-chemischen Daten
herangezogen:

1. Hbéhe der Plasmakonzentrationen der BCAA zum  Zeitpunkt der
Konfirmationsdiagnostik.

Als Referenzwerte wurden die von Lepage et al. publizierten Konzentrationen
herangezogen. Diese liegen wie folgt: Leu 77-153 pymol/l, Val 135-260 pmol/l, lle 39-
76 umol/l (Lepage et al., 1997).

2. Ausmall des Anstiegs der Plasmakonzentrationen der BCAA unter

Stoffwechselstress im Rahmen fieberhafter interkurrenter Erkrankungen.

3. HObéhe der Plasmakonzentration von Allo-Isoleucin  zum Zeitpunkt der
Konfirmationsdiagnostik.

Far Allo-Isoleucin wurden die Referenzwerte von Schadewaldt et al. herangezogen.
Diese betragen 1,6 £ 0,1 umol/l (Schadewaldt et al., 1999).

4. Allo-Isoleucin/Isoleucin-Ratio im Verlauf unter stabilen Stoffwechselbedingungen.

Diese GroRe ist ein indirekter Marker fur die Restaktivitat der BCKDH und somit ein
relevanter Parameter zur Einschatzung des Schweregrades der MSUD (Schadewaldt et
al., 1989; Wendel et al., 1989). Je hoher die Restaktivitat der BCKDH ist, desto
niedriger ist der Spiegel von Allo-Isoleucin im Vergleich zu Isoleucin unter stabilen

Stoffwechsel- und Behandlungsbedingungen und damit auch der Wert fur die Allo-
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Isoleucin/lsoleucin-Ratio. Bei Patienten mit einer schweren klassischen Form der
Ahornsirupkrankheit liegt die Ratio zwischen 0,6 und 0,7 und dartber. Bei den MSUD-
Varianten (intermediare Form, intermittierende Form) liegt sie deutlich unter 0,6 und mit

abnehmendem Schweregrad bei Werten bis unter 0,1.

5. Restaktivitdt der BCKDH in Fibroblasten, gemessen als Leucinoxidation.

2.3 Material

Die jeweils spezifischen Materialien werden bei den einzelnen Methoden gesondert
aufgeflihrt. Samtliche weiteren Chemikalien wurden in héchstmoéglichem Reinheitsgrad
von den Firmen Merck (Darmstadt) und Sigma Aldrich Chemie GmbH (Deisenhofen)

bezogen.

Die verwendeten Gerate sind in Tabelle 2.1 aufgelistet.

Tabelle 2.1: Auflistung der verwendeten Gerate

Verwendung Gerit, Hersteller

Zentrifugation Biofuge fresco, Heraeus (Hanau)

Konzentrationsbestimmung |Beckmann Spectrophometer DU-600

Prazisionskuvetten, Hellma GmbH & Co. KG (Mullheim)

Quarzglas Suprasil, Heraeus (Hanau)

Gelelektrophorese OWI-Separations System, Biorad (Minchen)

2.4 Methoden
Die molekulargenetische Charakterisierung umfasst die direkte DNA-Sequenzierung
aller Exons und angrenzender Intronsequenzen der BCKDHA-, BCKDHB- und DBT-

Gene.
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241 Isolierung von genomischer DNA
Material: EDTA-Blut
QlAamp® DNA Mini Kit, Qiagen (Hilden)

Es wurden 20 pl Proteinase K mit 200 ul EDTA-Vollblut und 200 ul AL-Puffer vermischt
und fir 10 Minuten bei 56 °C inkubiert. AnschlieRend wurden 200 ul Ethanol zugeflihrt
und der gesamte Ansatz bei 8.000 Umdrehungen pro Minute tber die QIAquick-Saulen
zentrifugiert. In mehreren Waschschritten wurde eine Aufreinigung der fest an die
Saulenmembran gebundenen DNA erreicht. Die anschlieBende Elution der DNA aus
der Saulenmembran erfolgte durch Zentrifugation nach Zugabe von 200 pl
nukleasefreiem Wasser.

Mittels Absorptionsspektrometrie wurde anschliefend bei 260 nm Wellenlange die
Konzentration der DNA gemessen. Zusatzlich wurde die Absorption bei 280 nm
Wellenlange gemessen und ein Quotient aus den beiden Werten gebildet, um eine
mogliche Verunreinigung durch Proteine festzustellen. Ein Quotient zwischen 1,8 und
2,0 spricht hierbei flr reine DNA.

242 Polymerasekettenreaktion
Die Polymerasekettenreaktion (PCR) zur Amplifikation spezifischer DNA-Abschnitte
wurde mit zwei verschiedenen Systemen durchgefihrt:
System 1
Material: DyNazyme™ DNA-Polymerase Kit, FINNZYMES (Espoo)
Taqg-Polymerase™, Qiagen (Hilden)
Oligonukleotide, Firma MWG-Biotech (Ebersberg)

Nuclease-Free Water, Promega Corporation (Mannheim)

System 2
Material: REDTaq® ReadyMix™ PCR Reaction Mix, Sigma Aldrich Chemie GmbH

(Deisenhofen)
Oligonukleotide, Firma MWG-Biotech (Ebersberg)

Nuclease-Free Water, Promega Corporation (Mannheim)
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Die verwendeten Primer-Paare fur die Amplifikation von DNA-Fragmenten in einer
Lange von 133 bis 353 bp, die fur die insgesamt 30 Exons der BCKDHA-, BCKDHB-
und DBT-Gene verwendet wurden, sind in ihren Nukleotidsequenzen in den Tabellen
7.1 bis 7.3 im Anhang aufgelistet.

Die Reaktionsansatze fur die beiden Systeme sind die folgenden:

System 1

Es wurden 28,5 yl nukleasefreies Wasser mit 4 pl Puffer (10 mM Tris-HCI, 50 mM KCI,
0,1 % Triton X-100, 1,5 mM MgCl,), 2 yl DNA (50 ng/ul), 1,5yl dNTPs, 1 pl Tag-
Polymerase und jeweils 1,5 pl Primer (10 pmol/ul) pro Strangseite der DNA gemischt.

Das Gesamtvolumen betrug 40 pl pro Ansatz.

System 2
Es wurden 15 pl nukleasefreies Wasser mit 20 yl REDTaq ReadyMix (20 mM Tris-HCI,

100 mM KCI, 3 mM MgCl; 0,002 % Gelatine, 0,4 mM dNTPs, Stabilisatoren, 0,06 unit/ul
Tag-Polymerase), 2 yl DNA (50 ng/ul) und jeweils 1,5yl Primer (10 pmol/ul) pro

Strangseite der DNA gemischt. Auch hier betrug das Gesamtvolumen pro Ansatz 40 pl.

Zusétzlich wurde fir jedes Exon zur Uberprifung auf Kontamination durch Fremd-DNA

eine Blindprobe angelegt, die anstelle von DNA nukleasefreies Wasser enthalt.

Alle Ansatze wurden in einem Thermoblock (Thermocycler T3 der Firma Biometra,

Gottingen) wie folgt inkubiert:

Anzahl Zyklen | Temperatur (°C) Dauer Prozess
1 96 5 Minuten Denaturierung
94 45 Sekunden Denaturierung
30 X 1 Minute Hybridisierung
72 45 Sekunden Elongation
1 72 3 Minuten Elongation
4 0 Klhlung

Tabelle 2.2: PCR-Reaktionsschritte

Der Heizdeckel hatte eine Temperatur von 95 °C. In der Tabelle steht die Temperatur X

stellvertretend flr die Temperatur, bei der es zu einer Anlagerung der Primer an die
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komplementaren DNA-Sequenzen und damit zur Bildung eines Primer-DNA-Hybrids
kommt. Diese Temperatur ist abhangig von der Lange der Primer und der enthaltenen
Nukleotide und entspricht in etwa der Schmelztemperatur T, der Primer abzuglich 4 °C.

Tm lasst sich durch folgende Formel berechnen:

Tm=4°Cx (Anzahl C + G) + 2 °C x (Anzahl A+ T)

Im Anschluss an die PCR erfolgte die elektrophoretische Auftrennung der DNA-

Fragmente.

243 Agarose-Gelelektrophorese
Material: Agarosegel, Bio-Budget Technologies (Krefeld)
100 bp-Leiter, Invitrogen®

Das Gel hatte eine Prozentigkeit von 2 % und wurde in 1x TBE-Puffer (110 mM Tris-
HCI, 89 mM Borsaure, 2 mM Na-EDTA) verwendet. Die mit System 1 entstandenen
PCR-Produkte wurden mit 7 yl Auftragspuffer (30 % Glycerin, 0,25 % Xylencyanol,
0,25 % Bromphenolblau) vermischt und in ausgesparte Taschen auf das Gel
aufgetragen. Die mit System 2 entstandenen Proben enthielten bereits einen
Auftragspuffer und konnten direkt aufgetragen werden. Als Grélkenstandard diente die
100 bp-Leiter. Die Elektrophorese wurde bei 180 mA Strom und maximal 120V
Spannung fur 90 bis 180 Minuten durchgefuhrt.

Um die Banden nach beendeter Gelelektrophorese fur die Auswertung sichtbar zu
machen, wurde das Gel fur 10 Minuten in einer Ethidiumbromidlésung (0,5 ug/ml)
inkubiert, wodurch Bereiche, in denen sich DNA befindet, im UV-Licht als Banden
sichtbar wurden. Die fotografische Dokumentation erfolgte mit dem Biometra Bio Doc

Analyze System der Whatman Biometra GmbH (Go6ttingen).

Abbildung 2.1 zeigt ein entsprechendes Bandenmuster.
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Abb. 2.1.: Agarosegel mit DNA-Banden, bp = 100 bp-Leiter, Nr. 1-5 = PCR-Produkte

244 Elution von DNA-Fragmenten aus Agarosegel
Material: QIAquick Gel Extraction Kit, Qiagen (Hilden)

Nuclease-Free Water, Promega Corporation (Mannheim)

Die aus dem Agarosegel mit einem Skalpell ausgeschnittenen DNA-Fragmente wogen
im Durchschnitt 300 mg. Sie wurden mit 900 yl QG-Puffer versetzt und fur 15 Minuten
bei 50 °C inkubiert. Nach der vollstandigen Aufldsung der Agarose wurden 300 pl
Isopropanol beigemischt und der gesamte Ansatz bei 10.000 Umdrehungen pro Minute
uber die QIAquick-Saulen zentrifugiert. In mehreren Waschschritten wurde eine
Aufreinigung der fest an die Saulenmembran gebundenen DNA erreicht. Die
anschliellende Elution der DNA aus der Saulenmembran erfolgte durch Zentrifugation

nach Zugabe von 30 ul nukleasefreiem Wasser.

245 Sequenzier-Polymerasekettenreaktion (Cycle Sequencing)

Material: Big Dye® Terminator v.1.1 Cycle Sequencing Kit,
Applied Biosystems (Weiterstadt)

Die Sequenzierung wurde mit der ,Dye-Terminator‘-Methode durchgeflhrt.
Fir jedes Exon der drei Gene wurde je ein Ansatz fur die beiden Strange der DNA

angelegt, so dass man eine ,Vorwartsreaktion“ (5’-3’) und eine ,Riuckwartsreaktion* (3’-
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5’) erhielt. Pro Ansatz wurden 13 ul Nuklease-freies Wasser mit 3 yl Sequenzier-Puffer,
2 ul Big Dye Reagenz, 2 ul der isolierten DNA-Fragmente und 1 pl Primer (10 pmol/ul)
gemischt.

Die Sequenzier-PCR wurde dann in einem Thermoblock (Thermocycler T3 der Firma
Biometra, Gottingen) bei einer Heizdeckeltemperatur von 95°C mit folgenden

Reaktionsschritten durchgefuhrt:

Anzahl Zyklen | Temperatur (°C) Dauer Prozess
1 96 40 Sekunden Initiale Denaturierung
96 15 Sekunden Denaturierung
25 53 5 Sekunden Hybridisierung
60 4 Minuten Elongation
4 0 Kdhlung

Tabelle 2.3: Sequenzier-PCR-Reaktionsschritte

2.4.6 Kapillarelektrophoretische Sequenzdetektion
Material: DyeEx Spin Kit, Qiagen (Hilden)
Formamid, Calbiochem® (Darmstadt)

POP-6™, Applied Biosystems (Weiterstadt)

Die Produkte der Sequenzier-PCR wurden nach Angaben des Herstellers Uber DyeEx
Spin Saulen zentrifugiert und aufgereinigt. Danach wurden die Proben 1:2 mit 10 pl
Formamid verdinnt und zur Sequenzierung in ein automatisches Sequenziergerat (ABI
PRISM™ 310 Genetic-Analyzer, Applied Biosystems) gegeben. Die automatische
Analyse der Daten erfolgte mit dem Programm Genescan Multianalyst, Version 3.1.2
und die grafische Darstellung unter Verwendung des Programms Sequence Scanner

Version 1.0 (beide Applied Biosystems).

24.7 Beschreibung der Mutationen

Die DNA-Sequenzen der untersuchten MSUD-Patienten, wurden mit den

Referenzsequenzen fur genomische DNA und mRNA verglichen. Diese finden sich in
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der NCBI GenBank, Zugangsnummern: NM_000709 (BCKDHA-Gen, Contig
NT_011109), NM_000056 (BCKDHB-Gen, Contig NT_007299) und NM_001918 (DBT-
Gen, Contig NT_028050).

Die Mutationsbeschreibung erfolgt nach den internationalen Konventionen fur die
Nomenklatur menschlicher Genmutationen (Human Genome Variation Society;
http://www.hgvs.org/mutnomen). Die Nummerierung der Nukleotide in der cDNA
beginnt mit dem Initiationskodon ATG, dessen erster Nukleinbase Adenin die

Position +1 zukommt.
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. Ergebnisse
3.1 Beschreibung der Patienten und Bewertung des jeweiligen
Schweregrades der MSUD

Im Folgenden werden die klinischen und biochemischen Befunde der untersuchten
Personen dargestellt und anschliefend wird aufgrund dieser Befunde eine Beurteilung

abgegeben, ob und mit welchem Schweregrad eine MSUD vorliegt.

Eine Ubersicht tiber die verwendeten klinischen und klinisch-chemischen Daten geben
im Anschluss die Tabellen 3.1 und 3.2.

3.1.1 Patienten, bei denen eine MSUD aufgrund des klinischen

Verlaufs diagnostiziert wurde
M.S., mannlich, geb. 1987, betreut in Berlin

In den ersten Lebenstagen zunehmende Trinkschwache und Somnolenz. Bis zum Ende

der 3. Lebenswoche Auftreten schwerer neurologischer Symptome (ausgepragte
Hypertonie der Extremitaten), tonischer Krampfanfalle, eines Hirnédems (nachgewiesen
durch CT) und eines Korpergeruchs nach “Maggi“. Im Alter von 21 Tagen
Diagnosestellung einer MSUD aufgrund stark erhohter BCAA-Konzentrationen im
Plasma mit folgenden Werten: Leu 1790 uymol/l, Val 837 umol/l, lle 820 umol/l, Allo-lle
nicht bestimmt.

Seit Diagnosestellung Behandlung mit einer strengen, im BCAA-Gehalt stark
eingeschrankten Diat. Der Patient ist im Alter von 19 Jahren in seiner
psychointellektuellen Entwicklung stark eingeschrankt und weist eine spastische
Tetraparese auf.

Wahrend in der Vergangenheit durchgemachter interkurrenter (fieberhafter)
Erkrankungen kam es mehrmals zu einem deutlichen Anstieg der Plasma-BCAA-

Spiegel mit Werten fur Leu >1300 umol/l.
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Weitere klinisch-chemische Befunde:
Allo-lle/lle-Ratio um 0,6.
Aktivitat der BCKDH in Hautfibroblasten: nicht bestimmt.

Beurteilung: Aufgrund der klinischen und klinisch-chemischen Daten liegt eine
klassische MSUD vor.

J.S., weiblich, geb. 1991, betreut in Heidelberqg

Das Madchen wurde im Alter von 14 Jahren im Rahmen eines fieberhaften Infekts mit

rezidivierendem Erbrechen durch eine Encephalopathie (Bewusstseinstribung,
Verwirrtheitszustande, verzogerte Reaktion) auffallig. Wahrend des
encephalopathischen  Zustandes wurde anhand der folgenden Plasma-
Aminosaurespiegel die Diagnose MSUD gestellt: Leu 1408 umol/l, Val 917 uymol/l, lle
461 pmol/l und Allo-lle 125 pmol/l. Unter Infusionstherapie mit Glukose und Elektrolyten
kam es zu einer raschen Besserung des Zustands. In der Annahme, dass es sich um
eine intermittierende Variante der MSUD handelt, wurde auf eine strenge, im BCAA-
Gehalt stark eingeschrankte Diat verzichtet. Es wurde lediglich eine im Proteingehalt
kontrollierte Ernahrung empfohlen. Unter dieser Ernahrung kam es uber drei Jahre zu
keinem erneuten Anstieg der BCAA und die weitere Entwicklung der Patientin verlief
unauffallig. Die Plasma-Leucinspiegel lagen bei wiederholten Kontrollen im

Referenzbereich.

Weitere klinisch-chemische Befunde:

Allo-lle/lle-Ratio: wegen fehlender Angaben nicht zu ermitteln.

Aktivitat der BCKDH in Hautfibroblasten: Die Decarboxylierungsaktivitat fir
verzweigtkettige Ketosauren (BCKA) ist deutlich gegenuber Kontrollen reduziert. Der

Befund weist auf eine partielle Storung der BCKA-Oxidation hin.

Beurteilung: Aufgrund der klinischen und vorliegenden klinisch-chemischen Daten liegt

eine intermittierende Variante der MSUD vor.
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S.W., weiblich, geb. 1992, zuletzt betreut in Miinchen

Diagnosestellung einer MSUD wahrend einer bereits weit fortgeschrittenen

ketoazidotischen Stoffwechselentgleisung mit Hirnodem wahrend eines fieberhaften
Infekts im Alter von 14 Jahren. Die BCAA-Konzentrationen im Plasma, die zur
Diagnosestellung fuhrten, waren wie folgt: Leu 1460 uymol/l, Val 1320 umol/l, lle
626 umol/l, Allo-lle ohne Angaben. Die Patientin verstarb trotz intensivmedizinischer
MaRnahmen im Rahmen dieser schweren Stoffwechselentgleisung.

In der Anamnese werden encephalopathische Episoden (Gangunsicherheit, Schwindel,
Sprachstérungen) wahrend fieberhafter Infekte im Alter von 3 und 10 Jahren erwahnt.
Infolge pathologischer EEG-Befunde wurde eine Epilepsie diagnostiziert und eine

antikonvulsive Therapie wurde begonnen.

Weitere klinisch-chemische Befunde:

Aktivitat der BCKDH in Hautfibroblasten: Die Dekarboxylierungsaktivitat fur die
verzweigtkettigen Ketosauren (BCKA) ist deutlich gegenuber Kontrollen reduziert. Der
Befund weist auf eine partielle Storung der BCKA-Oxidation hin.

Beurteilung: Aufgrund der klinischen und vorliegenden klinisch-chemischen Daten liegt
eine intermittierende Variante der MSUD vor.

A.H.. mannlich, geb. 1993, derzeit betreut in Diisseldorf (zuvor in Frankfurt und

Miinster)

A.H. ist ein Kind konsanguiner Eltern aus dem Libanon. Die Diagnose MSUD wurde im

Rahmen einer neonatalen Stoffwechselkrise mit neurologischen Zeichen,
Krampfanfallen und ausgepragter Somnolenz, bis hin zum Koma, am 11. Lebenstag
gestellt. Die Plasma-BCAA-Konzentrationen lagen wie folgt: Leu 2733 ymol/l, Val
675 umol/l, lle 344 ymol/l, Allo-lle ohne Angaben. Akute Senkung der BCAA durch
Austauschtransfusionen. Seit Diagnosestellung Einhaltung einer strengen, im BCAA-
Gehalt stark eingeschrankten Diat. Wahrend in der Vergangenheit durchgemachter
interkurrenter (fieberhafter) Erkrankungen kam es wiederholt zu einem Anstieg des

Plasma-Leucinspiegels auf iber 1000 pmol/I.
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Weitere klinisch-chemische Befunde:
Allo-lle/lle-Ratio um 0,7.
Aktivitat der BCKDH in Hautfibroblasten: nicht bestimmt.

Beurteilung: Aufgrund der klinischen und klinisch-chemischen Daten liegt eine
klassische MSUD vor.

L.S., weiblich, geb. 2004, betreut in Berlin

L.S. ist ein Kind konsanguiner Eltern aus dem Libanon. Das erweiterte

Neugeborenenscreening ergab keinen Hinweis auf MSUD. Mit 7 Monaten erkrankte das
Madchen an einer hochfieberhaften Otitis media. In deren Verlauf kam es zur
Ausbildung einer metabolischen Azidose und zu einer Konzentrationserhohung der
Plasmaaminosauren auf folgende Werte: Leu 607 pymol/l, Val 922 uymol/l und lle
317 ymol/l, Allo-lle ohne Angaben. Im Urin wurden verzweigtkettige o-Ketosauren
nachgewiesen.

Bisher hat sich ein entsprechendes azidotisches Krankheitsbild nicht wiederholt.
Samtliche Laborkontrollen waren unauffallig. Die Patientin hat sich ohne eine spezielle

Diat altersgemal} entwickelt.

Weitere klinisch-chemische Befunde:

Allo-lle: Bei wiederholter Bestimmung war die Plasmakonzentration von Allo-lle nicht
erhoht.

Aktivitat der BCKDH in Hautfibroblasten: Die Decarboxylierungsaktivitat fir BCKA lag
etwas niedriger als bei den mitgefuhrten Kontrollzelllinien. Insgesamt liel3 sich aber eine

Einschrankung der BCKA-Oxidation nicht sicher nachweisen.

Beurteilung: Aufgrund der klinischen und klinisch-chemischen Daten lasst sich keine

eindeutige Aussage daruber machen, ob das Madchen an einer MSUD leidet.
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N.S., mannlich, geb. 2005, betreut in Moskau

Der Patient stammt aus einer deutschstammigen Familie in Tscheljabinsk. In der

Neonatalperiode schwere encephalopathische Symptome. Die Diagnose MSUD wurde
im Alter von 4 Monaten anhand der folgenden Plasma-Aminosaurespiegel gestellt: Leu
4376 ymol/l, Val 1204 pmol/l, lle 742 ymol/l, Allo-lle 277 ymol/l. Zu dem
Diagnosezeitpunkt waren die psychomotorische und neurologische Entwicklung deutlich
eingeschrankt. Seit Diagnosestellung wird eine zum Teil unzureichende Behandlung mit
einer strengen, im BCAA-Gehalt stark eingeschrankten Diat durchgefuhrt.

Weitere klinisch-chemische Befunde:
Allo-lle/lle-Ratio um 0,7.
Aktivitat der BCKDH in Hautfibroblasten: nicht bestimmt.

Beurteilung: Aufgrund der klinischen und klinisch-chemischen Daten liegt eine
klassische MSUD vor.

3.1.2 Kinder, bei denen die Verdachtsdiagnose einer MSUD im

Neugeborenenscreening gestellt wurde
M.U., weiblich, geb. 2003, betreut in Miinchen

Das Madchen stammt aus einer turkischstammigen Familie. Es ergab sich ein fir eine

MSUD auffalliger Befund im Trockenblut vom 3. Lebenstag. Bei der
Konfirmationsdiagnostik am 4. Lebenstag wurden folgende BCAA-Konzentrationen im
Plasma gemessen: Leu 407 pymol/l, Val 470 pymol/l, lle 152 pymol/l und Allo-lle 31 pmol/l.
Zu diesem Zeitpunkt zeigte das Neugeborene keine Symptome. Die Plasma-
Leucinkonzentration sank unter leucinfreier Ernahrung in den Normbereich.

Beginn einer Behandlung mit einer im BCAA-Gehalt stark eingeschrankten Diat, unter
der die Plasma-Leucinkonzentrationen im Referenz- oder referenznahen Bereich lagen.
Im Rahmen interkurrenter Erkrankungen stieg die Leucinkonzentration bis auf Werte um
500 umol/l. Bei einem probatorischen Aussetzen der MSUD-Diat fir eine Woche kam

es zu einem leichten, nicht genau zu definierenden Anstieg der BCAA.
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Weitere klinisch-chemische Befunde:

Allo-lle im Plasma: es wurden Konzentrationen zwischen 21 und 24 umol/l gemessen.
Allo-lle/lle-Ratio um 0,15.

Aktivitat der BCKDH in Hautfibroblasten: Es ergab sich kein Hinweis auf das Vorliegen
einer Stérung der BCKA-Oxidation.

Beurteilung: Aufgrund der klinischen und klinisch-chemischen Daten besteht der

Verdacht auf eine sehr leichte MSUD-Variante.

J.J., weiblich, geb. 2005, betreut in Heidelberg

Die Familie des Madchens stammt aus den USA. Im dort durchgefuhrten

Neugeborenenscreening wurde eine sehr leicht erhéhte Leucin-/Isoleucinkonzentration
im  Trockenblut (Leucin + Isoleucinkonzentration 237 uymol/l; cut-off 232 umol/l)
festgestellt. Bei der Konfirmationsdiagnostik am 30. Lebenstag wurden folgende BCAA
Konzentrationen im Plasma gemessen: Leu 328 ymol/l, Val 333 umol/l, lle 196 pmoll/l,
Allo-lle nicht nachweisbar. Zu diesem Zeitpunkt und auch im weiteren Verlauf wies das
Madchen keinerlei Symptome auf. Ohne eine spezifische Behandlung hat sich das
Madchen bisher vollig altersgerecht entwickelt. Bisher kam es wahrend interkurrenter
Erkrankungen nicht zu Symptomen und es wurden wahrend Kontrolluntersuchungen
Plasma-BCAA-Konzentrationen an der oberen Grenze des Referenzbereichs

gemessen.

Weitere klinisch-chemische Befunde:
Allo-lle wurde bei zweimaliger Untersuchung nicht erhéht gefunden.
Aktivitat der BCKDH in Hautfibroblasten: nicht bestimmt.

Beurteilung: Aufgrund der klinischen und klinisch-chemischen Daten ist eine MSUD

nicht gesichert. Allenfalls handelt es sich um eine aul3erst leichte Form der MSUD.
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J.M., mannlich, geb. 2005, betreut in Berlin

Fir eine MSUD auffalliger Befund im Trockenblut vom 4. Lebenstag. Die

Konfirmationsdiagnostik erfolgte erst am 23. Lebenstag nach einem zweiten leicht
auffalligen Screeningbefund fur MSUD. In einer ersten Kontrolluntersuchung am
6. Lebenstag waren die Konzentrationen der BCAA unauffallig, es fanden sich lediglich
auffallige Konzentrationsverhaltnisse der BCAA zu anderen Aminosauren. Die
Plasmakonzentrationen der BCAA lagen im Alter von 23 Tagen folgendermal3en: Leu
253 ymol/l, Val 268 uymol/l, lle 131 umol/l, Allo-lle 7 umol/l. Das Neugeborene zeigte
keinerlei Symptome.

Der Junge erhalt eine im Proteingehalt leicht eingeschrankte Ernahrung, erfahrt sonst
aber keinerlei Behandlung. Die Plasma-Leucinkonzentrationen lagen Dbei
Kontrolluntersuchungen zwischen 118 und 385 pymol/l. Im Rahmen von interkurrenten
Erkrankungen kam es bisher nicht zu einem Anstieg der Plasma-Leucinkonzentration

auf tber 500 pmol/I.

Weitere klinisch-chemische Befunde:

Allo-lle im Plasma war nur leicht erhdht (maximal 12 umol/l). Allo-lle/lle-Ratio etwa 0,07.
Aktivitat der BCKDH in Hautfibroblasten:. Die Decarboxylierungsaktivitat flir die BCKA
lag unterhalb der von Normalkontrollen. Der Befund weist auf eine partielle Storung der
BCKA-Oxidation hin.

Beurteilung: Aufgrund der klinischen und klinisch-chemischen Daten besteht der
Verdacht auf eine sehr leichte MSUD-Variante.

E.H., mannlich, geb. 2005, betreut in Heidelberg
Die Eltern sind konsanguin und stammen aus der Turkei. Fir eine MSUD auffalliger

Befund im Trockenblut vom 3. Lebenstag. Die Konfirmationsdiagnostik erfolgte erst am
16. Lebenstag. Die Plasmakonzentrationen der BCAA lagen zu diesem Zeitpunkt wie
folgt: Leu 766 pmol/l, Val 678 uymol/l und lle 306 umol/l, Allo-lle ohne Angaben. Das
Neugeborene zeigte keine klinischen Symptome und die Leucinkonzentration sank

unter leucinfreier Ernahrung rasch in den Referenzbereich ab.

33



Ill. Ergebnisse

Wahrend einer im BCAA-Gehalt stark eingeschrankten Diat ergaben sich Hinweise auf
eine sehr geringe Leucintoleranz wie bei einer klassischen MSUD. Unter strikter MSUD-
Diat lagen die Plasma-Leucinkonzentrationen im Verlauf im Referenz- oder
referenznahen Bereich. Im Alter von drei Jahren wurde die Diat von den Eltern beendet
mit der Konsequenz, dass die Leucinkonzentrationen in einen Bereich von 400 bis
650 umol/l anstiegen. Im Rahmen einer schweren fieberhaften Gastroenteritis kam es
zu ausgepragten encephalopatischen Symptomen bei Plasma-Leucinspiegel von Uber
1300 umol/l.

Weitere klinisch-chemische Befunde:
Allo-lle wurde im Verlauf nicht bestimmt.
Die Aktivitat der BCKDH in Hautfibroblasten wurde nicht bestimmt.

Beurteilung: Aufgrund der klinischen und klinisch-chemischen Daten liegt eine MSUD-
Variante vor, wobei nicht eindeutig zwischen einer intermittierenden und einer

intermediiaren Form unterschieden werden kann.

J.H.., weiblich, geb. 2005, betreut in Miinster

Fir eine MSUD auffalliger Befund im Trockenblut vom 3.Lebenstag. Bei der

Konfirmationsdiagnostik am 4. Lebenstag wurden folge BCAA-Konzentrationen im
Plasma gemessen: Leu 1675 umol/l, Val 487 umol/l, lle 292 umol/l, Allo-lle 159 umol/I.
Zu diesem Zeitpunkt zeigte das Madchen eine leichte neurologische Symptomatik und
einen erhohten Muskeltonus. Am 5. Lebenstag Initialbehandlung mittels
Hamodialyse/Hamofiltration zur Senkung der Plasma-Leucinkonzentration.

Beginn einer Behandlung mit einer strengen im BCAA-Gehalt stark eingeschrankten
Diat. Die Leucintoleranz war wie bei klassischer MSUD sehr gering.

Unter der strengen Diat lagen die Plasma-Leucinkonzentrationen im Verlauf im
Referenz- oder referenznahen Bereich. Im Rahmen interkurrenter Erkrankungen stieg
die Plasma-Leucinkonzentration auf Werte bis zu 1140 umol/l an. Bisher altersgerechte

Entwicklung.
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Weitere klinisch-chemische Befunde:
Allo-lle/lle Ratio bei 0,65.
Aktivitat der BCKDH in Hautfibroblasten: stark gegenuber der Aktivitat in mitgefuhrten

Kontrollzelllinien reduziert.
Beurteilung: Aufgrund der klinischen und klinisch-chemischen Daten liegt eine

klassische MSUD vor.

L.V., weiblich, geb. 2006, betreut in Diisseldorf
[.V. ist ein Kind turkischer konsanguiner Eltern. Fur eine MSUD auffalliger Befund im

Trockenblut vom 3. Lebenstag. Bei der Konfirmationsdiagnostik am 4. Lebenstag
wurden folgende BCAA-Konzentrationen im Plasma gemessen: Leu 1180 umol/l, Val
670 umol/l, lle 339 umol/l, Allo-lle 169 umol/l. Das Neugeborene zeigte zu diesem
Zeitpunkt mafiggradig ausgebildete neurologische Zeichen wie Hyperexzitabilitat und
Muskelhypertonie. Abfall der Plasma-Leucinkonzentration unter konservativer
Behandlung mit einer leucinfreien Nahrung in den Referenzbereich und Beginn mit
einer im BCAA-Gehalt stark eingeschrankten Diat.

Unter der strengen Diat lagen die Leucinwerte im Verlauf im Referenz- oder
referenznahen Bereich. Im Rahmen interkurrenter fieberhafter Erkrankungen stiegen

die Leucinkonzentrationen auf Werte bis zu 1050 umol/l an.

Weitere klinisch-chemische Befunde:
Allo-lle/lle-Ratio: 0,7 - 0,8.
Aktivitat der BCKDH in Hautfibroblasten: nicht bestimmt.

Beurteilung: Aufgrund der klinischen und klinisch-chemischen Daten liegt eine
klassische MSUD vor.

K.M., mannlich, geb. 2006, betreut in Miinster

Das Kind stammt aus einer Aussiedlerfamilie aus Russland. Fur eine MSUD auffalliger

Befund im Trockenblut vom 3. Lebenstag. Bei der Konfirmationsdiagnostik am
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4. Lebenstag wurden die folgenden BCAA-Plasmakonzentrationen gemessen: Leu
1800 pmol/l, Val 900 umol/l, und lle 300 umol/l, Allo-lle: stark erhdht.

Klinische Symptomatik zu diesem Zeitpunkt: Leichte neurologische Zeichen, muskulare
Hypertonie, Maggigeruch.

Initialbehandlung am 5. Lebenstag: Senkung des Leucinspiegels durch Hamodialyse.
Beginn einer Behandlung mit einer strengen im BCAA-Gehalt stark eingeschrankten
Diat. Die Leucintoleranz war wie bei klassischer MSUD sehr gering.

Unter der strengen Diat lagen die Plasma-Leucinkonzentrationen im Verlauf im
Referenz- oder referenznahen Bereich. Im Rahmen einer interkurrenten Erkrankung
stieg die Leucinkonzentration auf Werte um 500 uymol/l. an. Bisher altersgerechte

Entwicklung.

Weitere klinisch-chemische Befunde:
Allo-lle/lle-Ratio bei 0,8.
Aktivitat der BCKDH in Hautfibroblasten: nicht bestimmt.

Beurteilung: Aufgrund der klinischen und klinisch-chemischen Daten liegt eine
klassische MSUD vor.

C.D., weiblich, geb. 2006, betreut in Berlin

Fir eine MSUD auffalliger Befund im Trockenblut vom 3. Lebenstag. Bei der

Konfirmationsdiagnostik am 6. Lebenstag wurden die folgenden Plasma-BCAA-
Konzentrationen festgestellt: Leu 421 pmol/l, Val 351 umol/l, lle 165 pymol/l, Allo-lle
21 umol/l. Das Neugeborene zeigte keine Symptome.

Seit Diagnosestellung erhalt das Madchen eine leicht im Proteingehalt eingeschrankte
Ernahrung mit Substitution einer BCAA-freien Aminosauremischung. Unter der Diat
lagen die Plasma-Leucinkonzentrationen im Referenz- oder referenznahen Bereich. Im
Rahmen interkurrenter Erkrankungen stiegen die Leucinkonzentrationen an, einmal bis

auf einen Wert von 766 umol/l.

Weitere klinisch-chemische Befunde:
Die Allo-lle/lle-Ratio lag bei 0,15.
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Aktivitat der BCKDH in Hautfibroblasten: Die Decarboxylierungsaktivitat fur die
verzweigtkettigen a-Ketosauren (BCKA) ist gegenlber Kontrollen reduziert. Der Befund

weist auf eine partielle Einschrankung der BCKA-Oxidation hin.

Beurteilung: Aufgrund der klinischen und klinisch-chemischen Daten durfte es sich um

eine sehr leichte MSUD-Variante handeln.
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Tabelle 3.1: Daten bei Diagnosestellung einer MSUD

Alter bei Allo-
Patient| Geburtsjahr, Diagnose- Symptomatik bei Leucin | Valin | Isoleucin | Isoleucin
Geschlecht stellung Diagnosestellung umol/I
Klassische MSUD
Encephalopathie, Stérung der
N.S. 2005, m 4 Monate psychomotorischen Entwicklung | 4376 | 1204 742 277
Encephalopathie, Hirnédem,
M.S. 1987, m 21LT tonische Krampfanfalle 1790 837 820 n.b.
A.H. 1993, m 11LT Encephalopathie, Koma 2733 | 675 344 k.A.
Pos. Neugeborenenscreening,
K.M. 2006, m 3LT leichte neurologische 1800 900 300 +++
Symptomatik
Pos. Neugeborenenscreening,
J.H. 2005, w 41T leichte neurologische 1675 | 487 292 159
Symptomatik
Pos. Neugeborenenscreening,
L.V. 2006, w 3LT leichte neurologische 1180 | 670 339 169
Symptomatik
Intermediare/Intermittierende MSUD-Varianten
Encephalopathie mit Hirnédem,
S.W. 1992, w 13 Jahre Tod 1460 | 1320 626 n.b.
Pos. Neugeborenenscreening,
E.H. 2005, m 16 LT asymptomatisch 766 678 306 n.b.
Encephalopathie bei
J.S. 1991, w 14 Jahre fieberhaftem Infekt 1408 | 917 461 125
Noch asymptomatische MSUD-Varianten
Pos. Neugeborenenscreening,
J.M. 2005, m 23LT asymptomatisch 253 268 131 7
Pos. Neugeborenenscreening,
C.D. 2006, w 6 LT asymptomatisch 421 351 165 21
Pos. Neugeborenenscreening,
M.U. 2003, w 41T asymptomatisch 407 470 152 31
Pos. Neugeborenenscreening,
JJ. 2005, w k.A. asymptomatisch 328 333 196 0
Fieberhafte Otitis media,
L.S. 2004, w 7 Monate metabolische Azidose, sonst 607 922 317 n.b.

unauffallig

n.b.: Wert wurde zum Diagnosezeitpunkt nicht bestimmt, k.A.: keine Angabe verfiigbar, +++: stark erhéht
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Tabelle 3.2: Weitere Kenndaten:

TherapiemalRnahmen,

Anstieg der Plasma-

Leucinkonzentrationen bei katabolem Stress, Allo-Isoleucin/Isoleucin-Ratio

Anstieg der Plasmaleucin-

Allo-Isoleucin/Isoleucin-

Patient Therapie konzentration bei katabolem Ratio
Stress
Klassische MSUD
N.S. Strenge MSUD-Diat unbekannt 0,7
M.S. Strenge MSUD-Diat Bis 1350 uM 0,6
AH. Strenge MSUD-Diéat Bis > 1000 uM 0,7
K.M. Strenge MSUD-Diat Bis 500 uM 0,8
J.H. Strenge MSUD-Diat Bis 1140 uM 0,65
I.V. Strenge MSUD-Diat Bis 1050 uM 0,7-0,8
Intermediare/intermittierende MSUD-Varianten
Bei Diagnosestellung
S.W. verstorben > 1460 M n.b.
E.H. MSUD-Diat Bis > 1300 uM n.b.
J.S. Proteinkontrollierte Diat Bis 1408 uM n.b.
Noch asymptomatische MSUD-Varianten
Proteinkontrollierte

J.M. Erndhrung Bis 500 uyM 0,07
C.D. Milde MSUD-Diat Bis 766 uM 0,15
M.U. MSUD-Diat Bis 500 uM 0,15
J.J. keine kein 0
L.S. keine Bis 500 uM 0

n.b.: Wert wurde nicht bestimmt
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3.2 Genotypen der molekulargenetisch untersuchten Patienten
Im Rahmen dieser Arbeit wurde DNA von neun Patienten mit gesicherter MSUD (sechs
mit klassischer MSUD, drei mit varianter MSUD mit schwerem Verlauf) und von flunf
Personen aus einer Gruppe mit sehr milder MSUD bzw. unsicherer Diagnose
molekulargenetisch untersucht. Zur Charakterisierung der molekulargenetischen
Veranderungen wurden die BCKDHA-, BCKDHB- und DBT-Gene mit den jeweils
angrenzenden Intronsequenzen untersucht. Insgesamt wurden 15 wahrscheinlich
krankheitsverursachende Mutationen, davon funf im BCKDHA-Gen, sieben im
BCKDHB-Gen und drei im DBT-Gen nachgewiesen. Zu den Bedingungen des
autosomal-rezessiven Vererbungsmodus der MSUD passend, wurden bei acht der 14
Personen jeweils zwei mutierte Allele eines Gens gefunden. Bei zwei Personen wurde
nur ein verandertes Allel fur ein Gen gefunden. Bei einer Person wurden zwei mutierte
Allele fur zwei unterschiedliche Gene gefunden und bei drei Personen fand sich keine

Mutation.

Nach Gruppen aufgeteilt fanden sich bei funf von sechs Patienten mit klassischer
MSUD jeweils zwei mutierte Allele eines Gens. In einem Fall wurde nur ein mutiertes
Allel gefunden. Bei zwei von drei Patienten, die der Gruppe mit schwerer MSUD-
Variante zugeordnet wurden, fanden sich jeweils zwei mutierte Allele auf einem Gen,
wahrend in einem Fall zwei mutierte Allele auf zwei unterschiedlichen Genen vorlagen.
Von den funf Personen aus der Gruppe mit sehr milder MSUD bzw. unsicherer
Diagnose wurden nur bei einer Person zwei mutierte Allele auf einem Gen gefunden
und bei einer Person ein mutiertes Allel auf einem der drei moglichen Gene. Bei drei
Personen fand sich keine Mutation.

Im BCKDHA-Gen zeigten sich 5 verschiedene Polymorphismen und im DBT-Gen wurde

ein Polymorphismus nachgewiesen.

3.21 Mutationen im BCKDHA-Gen
Exon 2 (Lange 180 bp):

Zu Beginn des Exon 2 befindet sich eine Abfolge von sieben Nukleotiden mit der Base

Cytosin, die auf der cDNA die Positionen 111 bis 117 innehaben. Bei dem Patienten

K.M. liegt in heterozygoter Form eine Deletion fur eines dieser sieben Cytosinnukleotide
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vor. Dadurch kommt es zu einer Verschiebung des Leserasters. Im
Elektrophoresesignal sind die sich uberlagernden Leseraster der beiden Allele zu sehen
(Abbildung 3.1). Da man bei der Auswertung des Befundes nicht zwischen einem
Cytosin des ursprunglichen Leserasters und einem Cytosin des verschobenen
Leserasters unterscheiden kann, lasst sich mit dieser Methode nicht sagen, welches der
sieben Cytosinnukleotide deletiert ist. Das neue Leseraster, das sich ergibt, ist aber fur
alle moglichen Positionen der Deletion dasselbe. Auf Proteinebene ist die Aminosaure
Arginin an Kodonposition 40 die erste von der Mutation betroffene Aminosaure: Sie wird
durch Glycin ersetzt. In der Folge kommt es durch den Frameshift zu einer veranderten
Sequenz von 22 Aminosauren, an deren Ende ein Stop-Kodon (TAG) liegt, das einen
Kettenabbruch bewirkt. Diese Mutation ist als Arg40GlyfsX23 zu bezeichnen. Sie wurde
durch Sequenzierung des Exon 2 in der DNA der Mutter von K.M. in heterozygoter
Form bestatigt. Demgegenuber wies der Vater den Wildtyp auf. Eine weitere Mutation

im BCKDHA-Gen wurde fur den Patienten K.M. nicht nachgewiesen.

CAC CCCCCA GGLAA
Mutation cDNA: c.111delC

Mutation Protein: p.Arg40GlyfsX23

Wildtypsequenz: CACCCCCCCAGG
Allel 1: CACCCCCCCAGG
Allel 2: CACCCCCCAGGC

Abbildung 3.1: In der linken Halfte ist ein Vergleich der Wildtypsequenz und der Sequenz auf den beiden
Allelen des Patienten dargestellt. Rechts ist das entsprechende Nukleotidelektrophoresesignal zu sehen.
Hierbei entspricht ein Signal zwei gleichen Nukleotiden, also einem homozygoten Zustand und zwei sich
Uberlappende Signale entsprechen zwei verschiedenen Nukleotiden, also einem heterozygoten Zustand.

Der Beginn des verschobenen Leserasters ist mit einem Pfeil markiert.
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Exon 4 (Léange 109 bp):
Die Transition der Base Cytosin an Position 452 der cDNA zu Thymin (ACG > ATG)
resultiert in einem Ersatz der Aminosaure Threonin durch Methionin an Kodonposition

151. Diese Mutation Thr151Met wurde bei der Patientin J.S. in heterozygoter Form
gefunden. Eine weitere Mutation im BCKDHA-Gen fand sich fur diese Patientin nicht.
DNA der Eltern lag nicht vor. Die Abbildung 3.2 zeigt die Mutation.

ACAA CA N AC CT
Mutation cDNA: c.452C>T

Mutation Protein: p.Thr151Met

Wildtypsequenz: AACACGGAC
Allel 1: AACACGGAC
Allel 2: AACATGGAC

Abbildung 3.2: In der linken Halfte ist ein Vergleich der Wildtypsequenz und der Sequenz auf den beiden
Allelen des Patienten dargestellt, das veranderte Nukleotid ist hierbei fett gedruckt. Rechts ist das
entsprechende Nukleotidelektrophoresesignal zu sehen. Hierbei entspricht ein Signal zwei gleichen
Nukleotiden, also einem homozygoten Zustand und zwei sich Uberlappende Signale entsprechen zwei
verschiedenen Nukleotiden, also einem heterozygoten Zustand. Das veranderte Nukleotid (N) ist mit

einem Pfeil markiert.
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Exon 7 (Léange 142 bp):
Die Transition der Base Guanin an Position 890 der cDNA zu Adenin (CGC - CACQC)
resultiert in einem Ersatz der Aminosaure Arginin durch Histidin an Kodonposition 297.

Diese Mutation Arg297His wurde bei dem Patienten E.H. in homozygoter Form
nachgewiesen. Die Abbildung 3.3 zeigt die Mutation. Bei den Eltern des Kindes wurde

diese Mutation jeweils in heterozygoter Form nachgewiesen.

KR AT CCAL ST A
Mutation cDNA: c.890G>A
Mutation Protein: p.Arg297His n
Wildtypsequenz: ATCCGCGTG !\ ﬂ
Allel 1: ATCCACGTG
Allel 2: ATCCACGTG

VAU

Abbildung 3.3: In der linken Halfte ist ein Vergleich der Wildtypsequenz und der Sequenz auf den beiden
Allelen des Patienten dargestellt, das veranderte Nukleotid ist hierbei fett gedruckt. Rechts ist das
entsprechende Nukleotidelektrophoresesignal zu sehen. Hierbei entspricht ein Signal zwei gleichen
Nukleotiden, also einem homozygoten Zustand und zwei sich (iberlappende Signale entsprechen zwei
verschiedenen Nukleotiden, also einem heterozygoten Zustand. Das veranderte Nukleotid ist mit einem

Pfeil markiert.
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Exon 8 (Léange 172 bp):
Die Transition der Base Guanin an Position 1016 der cDNA zu Adenin (TGG > TAG)

resultiert in einem Ersatz des Kodons fur die Aminosaure Tryptophan durch ein Stop-

Kodon an Kodonposition 354 mit der Konsequenz eines Kettenabbruchs. Die Patientin
J.H. ist in heterozygoter Weise von dieser Mutation Trp354Stop betroffen. Die
Abbildung 3.4 zeigt diese heterozygote Mutation. Die Patientin J.H. weist in Exon 9
des BCKDHA-Gens eine weitere heterozygote Mutation auf. Beide Mutationen wurden
bei den Eltern durch die Analyse der entsprechenden Genabschnitte jeweils in

heterozygoter Form bestatigt.

AATTACT GGG ATAAA
Mutation cDNA: c.1061G>A

Mutation Protein: p.Trp354Stop

Wildtypsequenz: TACTGGGAT
Allel 1: TACTGGGAT
Allel 2: TACTAGGAT

. -

Abbildung 3.4: In der linken Halfte ist ein Vergleich der Wildtypsequenz und der Sequenz auf den beiden
Allelen des Patienten dargestellt, das veranderte Nukleotid ist hierbei fett gedruckt. Rechts ist das
entsprechende Nukleotidelektrophoresesignal zu sehen. Hierbei entspricht ein Signal zwei gleichen
Nukleotiden, also einem homozygoten Zustand und zwei sich (iberlappende Signale entsprechen zwei
verschiedenen Nukleotiden, also einem heterozygoten Zustand. Das veranderte Nukleotid ist mit einem

Pfeil markiert.

Exon 9 (Lange 171 bp):
Die Transversion der Base Thymin an Position 1312 der cDNA zu Adenin (TAC ->

AAC) resultiert in einem Ersatz der Aminosaure Asparagin durch Tyrosin an

Kodonposition 438. Diese Mutation Tyr4d38Asn lag bei zwei Patienten vor, bei der
Patientin J.H. in heterozygoter Form und bei dem Patienten N.S. in homozygoter Form.
Die Abbildungen 3.5 und 3.6 zeigen fur J.H. diese Mutation in heterozygoter Form und

fur N.S. in homozygoter Form.
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Mutation cDNA:

Mutation Protein:

Wildtypsequenz:
Allel 1:
Allel 2:

c.1312T>A
p.Tyrd38Asn

CACTACCCA
CACTACCCA
CACAACCCA

GGAGCAC NAC CCAC T

- — -

Abbildung 3.5: In der linken Halfte ist ein Vergleich der Wildtypsequenz und der Sequenz auf den beiden

Allelen des Patienten dargestellt, das veranderte Nukleotid ist hierbei fett gedruckt. Rechts ist das

entsprechende Nukleotidelektrophoresesignal zu sehen. Hierbei entspricht ein Signal zwei gleichen

Nukleotiden, also einem homozygoten Zustand und zwei sich Uberlappende Signale entsprechen zwei

verschiedenen Nukleotiden, also einem heterozygoten Zustand. Das veranderte Nukleotid (N) ist mit

einem Pfeil markiert.

Mutation cDNA:

Mutation Protein:

Wildtypsequenz:
Allel 1:
Allel 2:

c.1312T>A
p.Tyr438Asn

CACTACCCA
CACAACCCA
CACAACCCA

GGAGCACAACCCACT

= i

Abbildung 3.6: In der linken Halfte ist ein Vergleich der Wildtypsequenz und der Sequenz auf den beiden

Allelen des Patienten dargestellt, das veranderte Nukleotid ist hierbei fett gedruckt. Rechts ist das

entsprechende Nukleotidelektrophoresesignal zu sehen. Hierbei entspricht ein Signal zwei gleichen

Nukleotiden, also einem homozygoten Zustand und zwei sich Uberlappende Signale entsprechen zwei

verschiedenen Nukleotiden, also einem heterozygoten Zustand. Das veranderte Nukleotid ist mit einem

Pfeil markiert.
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In den Exonen 1 (Lange 137 bp), 3 (87 bp), 5 (162 bp) und 6 (207 bp) des BCKDHA-
Gens wurden mit den angewandten Methoden in dem untersuchten Kollektiv keine

Mutationen gefunden.

Tabelle 3.3 gibt einen Uberblick (ber die im BCKDHA-Gen nachgewiesenen

Mutationen und nimmt Bezug auf den klinischen Phanotyp des jeweiligen Patienten.

Tabelle 3.3: Mutationen im BCKDHA-Gen (Typ IA Mutationen)

Patient| Ethnische | Exon| Mutation Mutation Anzahl | Klinischer | Vater | Mutter

Herkunft cDNA Protein Allele | Phédnotyp

K.M. RUS 2 c.111delC | p.Arg40GlyfsX23 1 klassisch | wit. ht.
schwere

J.S. D 4 c.452C>T p.Thr151Met 1 Variante | n.b. n.b.
schwere

E.H. TR 7 c.890G>A p.Arg297His 2 Variante ht. ht.

J.H. D 8 |[c.1061G>A| p.Trp354Stop 1 klassisch ht. wit.

J.H. D 9 |c1312T>A | p.Tyr438Asn 1 klassisch | wt. ht.

N.S. RUS 9 |c1312T>A| p.Tyr438Asn 2 klassisch | n.b. n.b.

n.b.: nicht bestimmt, da keine Blutprobe vorhanden.

Schwere Variante = intermediare/intermittierende MSUD-Variante.

3.2.2

Im BCKDHA-Gen wurden bei

Polymorphismen im BCKDHA-Gen

insgesamt

nachgewiesen. Diese sind alle bekannt und zum Teil als SNPs registriert.

1. Der

(c.34C>A)

heterozygoter Form vor.

Arg12Arg Polymorphismus

lag bei

12 Patienten finf Polymorphismen

einem Patienten in
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2. Der (c.116C>A) Pro39His Polymorphismus (registriert als SNP rs 34589432) lag
bei vier Patienten jeweils in heterozygoter Form vor.

3. Der (c.708C>T) Phe236Phe Polymorphismus lag bei einem Patienten in
heterozygoter Form vor.

4. Der (c.972C>T) Phe324Phe Polymorphismus (registriert als SNP re 284652) lag
bei vier Patienten in homozygoter Form und bei finf Patienten in heterozygoter
Form vor.

5. Der (c.1221A>G) Leud407Leu Polymorphismus (registriert als SNP re 4647) lag
bei vier Patienten in homozygoter Form und bei sieben Patienten in

heterozygoter Form vor.

3.23 Mutationen im BCKDHB-Gen
Exon 1 (Léange 243 bp):
Eine Transition von Guanin zu Adenin (GCC—ACC) an Position 115 der cDNA fuhrt zu

einem Ersatz von Alanin durch Threonin an der Kodonposition 39. Diese Mutation

Ala39Thr wurde bei der Patientin J.J. in heterozygoter Form gefunden. Die Abbildung
3.7 zeigt diese Mutation. Fur die Patientin liel3 sich keine weitere Mutation im BCKDHB-

Gen nachweisen.

CAC C.CCAC CHC GA

Mutation cDNA: c.115G>A
Mutation Protein: p.Ala39Thr

Wildtypsequenz: CCCGCCGCG
Allel 1: CCCGCCGCG
Allel 2: CCCACCGCG

Abbildung 3.7: In der linken Halfte ist ein Vergleich der Wildtypsequenz und der Sequenz auf den beiden
Allelen des Patienten dargestellt, das veranderte Nukleotid ist hierbei fett gedruckt. Rechts ist das
entsprechende Nukleotidelektrophoresesignal zu sehen. Hierbei entspricht ein Signal zwei gleichen

Nukleotiden, also einem homozygoten Zustand und zwei sich (iberlappende Signale entsprechen zwei
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verschiedenen Nukleotiden, also einem heterozygoten Zustand. Das veranderte Nukleotid ist mit einem

Pfeil markiert.

Exon 5 (Léange 156 bp):
Die Transversion von Adenin zu Thymin (AAC—TAC) an Position 526 der cDNA flhrt

zu einem Ersatz von Asparagin durch Tyrosin an der Kodonposition 176. Diese

Mutation Asn176Tyr wurde bei dem Patienten J.M. in heterozygoter Form gefunden.
Abbildung 3.8 zeigt diese Mutation. Der Patient weist eine zweite heterozygote
Mutation in Exon 7 des BCKDHB-Gens auf.

TCTTTTTAACT GT GGA
Mutation cDNA: Cc.526A>T

Mutation Protein: p.Asn176Tyr

Wildtypsequenz: TTTAACTGT
Allel 1: TTTAACTGT
Allel 2: TTTTACTGT

Abbildung 3.8: In der linken Halfte ist ein Vergleich der Wildtypsequenz und der Sequenz auf den beiden
Allelen des Patienten dargestellt, das veranderte Nukleotid ist hierbei fett gedruckt. Rechts ist das
entsprechende Nukleotidelektrophoresesignal zu sehen. Hierbei entspricht ein Signal zwei gleichen
Nukleotiden, also einem homozygoten Zustand und zwei sich Uberlappende Signale entsprechen zwei
verschiedenen Nukleotiden, also einem heterozygoten Zustand. Das veranderte Nukleotid ist mit einem

Pfeil markiert.
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Die Transition von Cytosin zu Thymin (CGG—TGG) an Position 547 der cDNA flhrt zu
einem Ersatz von Arginin durch Tryptophan an der Kodonposition 183. Diese Mutation
Arg183Trp wurde bei der Patientin I.V. in homozygoter Form und bei ihren Eltern jeweils

in heterozygoter Form gefunden. Abbildung 3.9 zeigt diese Mutation.

CACTATCT GGT CCcCcCT
Mutation cDNA: c.547C>T

Mutation Protein: p.Arg183Trp

Wildtypsequenz: ATCCGGTCC
Allel 1: ATCTGGTCC
Allel 2: ATCTGGTCC

Y

Abbildung 3.9: In der linken Halfte ist ein Vergleich der Wildtypsequenz und der Sequenz auf den beiden
Allelen des Patienten dargestellt, das veranderte Nukleotid ist hierbei fett gedruckt. Rechts ist das
entsprechende Nukleotidelektrophoresesignal zu sehen. Hierbei entspricht ein Signal zwei gleichen
Nukleotiden, also einem homozygoten Zustand und zwei sich Uberlappende Signale entsprechen zwei
verschiedenen Nukleotiden, also einem heterozygoten Zustand. Das veranderte Nukleotid ist mit einem

Pfeil markiert.
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Exon 7 (Léange 98 bp):
Die Transition von Guanin zu Adenin (GGC — AGC) an Position 832 der cDNA flhrt zu

einem Ersatz von Glycin durch Serin an der Kodonposition 278. Diese Mutation

Gly278Ser wurde bei dem Patienten J.M. in heterozygoter Form gefunden. Abbildung
3.10 zeigt diese Mutation. Der Patient weist eine zweite heterozygote Mutation in Exon
5 des BCKDHB-Gens auf.

TGCCT GGHNGCAC T CAG
Mutation cDNA: c.832G>A

Mutation Protein: p.Gly278Ser |.|

Wildtypsequenz: TGGGGCACT
Allel 1: TGGGGCACT
Allel 2: TGGAGCACT

£

Abbildung 3.10: In der linken Halfte ist ein Vergleich der Wildtypsequenz und der Sequenz auf den
beiden Allelen des Patienten dargestellt, das veranderte Nukleotid ist hierbei fett gedruckt. Rechts ist das
entsprechende Nukleotidelektrophoresesignal zu sehen. Hierbei entspricht ein Signal zwei gleichen
Nukleotiden, also einem homozygoten Zustand und zwei sich Uberlappende Signale entsprechen zwei
verschiedenen Nukleotiden, also einem heterozygoten Zustand. Das veradnderte Nukleotid (N) ist mit

einem Pfeil markiert.
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Exon 9 (Lénge 87 bp):
Die Transition von Cytosin zu Thymin (TCT — TTT) an Position 953 der cDNA fihrt zu

einem Ersatz von Serin durch Phenylalanin an der Kodonposition 318. Diese Mutation

Ser318Phe wurde bei dem Patienten M.S. in heterozygoter Form gefunden. Abbildung
3.11 zeigt diese Mutation. Der Patient weist eine zweite heterozygote Mutation in
diesem Exon (Exon 9) des BCKDHB-Gens auf.

CTTT CAGT BT GT GAT CA
Mutation cDNA: c.953C>T

Mutation Protein: p.Ser318Phe

Wildtypsequenz: AAGTCTGTG
Allel 1: AAGTCTGTG
Allel 2: AAGTTTGTG j

Abbildung 3.11: In der linken Halfte ist ein Vergleich der Wildtypsequenz und der Sequenz auf den
beiden Allelen des Patienten dargestellt, das veranderte Nukleotid ist hierbei fett gedruckt. Rechts ist das
entsprechende Nukleotidelektrophoresesignal zu sehen. Hierbei entspricht ein Signal zwei gleichen
Nukleotiden, also einem homozygoten Zustand und zwei sich Uberlappende Signale entsprechen zwei
verschiedenen Nukleotiden, also einem heterozygoten Zustand. Das veranderte Nukleotid (N) ist mit

einem Pfeil markiert.
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Die Transversion von Adenin zu Thymin (CAC—CTC) an Position 986 der cDNA flhrt
zu einem Ersatz von Histidin durch Leucin an der Kodonposition 329. Diese Mutation
His329Leu ist die zweite heterozygote Mutation im BCKDHB-Gens des Patienten M.S.
Abbildung 3.12 zeigt diese Mutation.

ATCAGTCTCGAGGC T
Mutation cDNA: Cc.986A>T

Mutation Protein: p.His329Leu 1

Wildtypsequenz: AGTCACGAG
Allel 1: AGTCACGAG
Allel 2: AGTCTCGAG

l

Abbildung 3.12: In der linken Halfte ist ein Vergleich der Wildtypsequenz und der Sequenz auf den
beiden Allelen des Patienten dargestellt, das veranderte Nukleotid ist hierbei fett gedruckt. Rechts ist das
entsprechende Nukleotidelektrophoresesignal zu sehen. Hierbei entspricht ein Signal zwei gleichen
Nukleotiden, also einem homozygoten Zustand und zwei sich Uberlappende Signale entsprechen zwei
verschiedenen Nukleotiden, also einem heterozygoten Zustand. Das veranderte Nukleotid ist mit einem

Pfeil markiert.
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Die Transition von Cytosin zu Thymin (CCC—CTC) an Position 995 der cDNA fuhrt zu
einem Ersatz von Prolin durch Leucin an der Kodonposition 332. Diese Mutation
Pro332Leu wurde bei dem Patienten A.H. in homozygoter Form gefunden und bei

seinen Eltern jeweils in heterozygoter Form. Abbildung 3.13 zeigt diese Mutation.

CGAGGCTCTCTTGACAG
Mutation cDNA: c.995C>T

Mutation Protein: p.Pro332Leu

Wildtypsequenz: GCTCCCTTG
Allel 1: GCTCTCTTG
Allel 2: GCTCTCTTG

Abbildung 3.13: In der linken Halfte ist ein Vergleich der Wildtypsequenz und der Sequenz auf den
beiden Allelen des Patienten dargestellt, das veranderte Nukleotid ist hierbei fett gedruckt. Rechts ist das
entsprechende Nukleotidelektrophoresesignal zu sehen. Hierbei entspricht ein Signal zwei gleichen
Nukleotiden, also einem homozygoten Zustand und zwei sich Uberlappende Signale entsprechen zwei
verschiedenen Nukleotiden, also einem heterozygoten Zustand. Das veranderte Nukleotid ist mit einem
Pfeil markiert.

In den Exonen 2 (Lange 78 bp), 3 (69 bp), 4 (134 bp), 6 (109 bp), 8 (111 bp) und 10
(148 bp) des BCKDHB-Gens wurden mit den angewandten Methoden in dem

untersuchten Kollektiv keine Mutationen gefunden.

Tabelle 3.4 gibt einen Uberblick Uber die im BCKDHB-Gen nachgewiesenen
Mutationen und nimmt Bezug auf den klinischen Phanotyp des jeweiligen
Patienten/Probanden.
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Tabelle 3.4: Mutationen im BCKDHB-Gen (Typ IB Mutationen)

Patient| Ethnische | Exon | Mutation | Mutation |Anzahl Klinischer Vater | Mutter
Herkunft cDNA Protein Allele Phéanotyp
asymptomatische
J.J. USA 1 [c.115G>A| p.Ala39Thr 1 Variante wit. ht.
asymptomatische
J.M. D 5 |c.526A>T | p.Asn176Tyr 1 Variante n.b. n.b.
V. TR 5 |c.547C>T | p.Arg183Trp 2 klassisch ht. ht.
asymptomatische
J.M. D 7 |c.832G>A| p.Gly278Ser 1 Variante n.b. n.b.
M.S. D 9 |¢.953C>T |p.Ser318Phe 1 klassisch n.b. n.b.
M.S. D 9 | c.986A>T | p.His329Leu 1 klassisch n.b. n.b.
A.H. LIB 9 |[c.995C>T | p.Pro332Leu 2 klassisch ht. ht.

n.b.: nicht bestimmt, da keine Blutprobe vorhanden.

3.2.4

Polymorphismen im BCKDHB-Gen
Es fanden sich keine Polymorphismen im BCKDHB-Gen.
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3.2.5 Mutationen im DBT-Gen
Exon 2 (Lange 124 bp):

Die Deletion von Adenin und Thymin an den Positionen 75 und 76 der cDNA verursacht

eine Verschiebung des Leserasters. Die Aminosaure Cystein an Position 26 wird zu
Tryptophan und direkt an nachster Position entsteht ein Stop-Kodon (TAA), das zum
Kettenabbruch fuhrt. Im Elektrophoresesignal sieht man die sich Uberlagernden
Leseraster der beiden Allele (Abbildung 3.14). Diese Mutation Cys26TrpfsX1 fand sich
bei der Patientin S.W. in heterozygoter Form. Sie war auch bei ihrem Vater in
heterozygoter Form nachweisbar. Eine zweite heterozygote Mutation fand sich fur S.W.
in Exon 7 des DBT-Gens.

Mutation cDNA: c.75_76delAT TELC AACGT NN NAN T NCa
Mutation Protein: p.Cys26TrpfsX1

Wildtypsequenz: CAAACATGTGGT

Allel 1: CAAACATGTGGT

Allel 2: CAAACGTGGT /[\ \
Cat

N

Abbildung 3.14: In der linken Halfte ist ein Vergleich der Wildtypsequenz und der Sequenz auf den
beiden Allelen des Patienten dargestellt, die fehlenden Nukleotide sind hierbei fett gedruckt. Rechts ist
das entsprechende Nukleotidelektrophoresesignal zu sehen. Hierbei entspricht ein Signal zwei gleichen
Nukleotiden, also einem homozygoten Zustand und zwei sich Uberlappende Signale entsprechen zwei
verschiedenen Nukleotiden, also einem heterozygoten Zustand. Der Beginn des verschobenen

Leserasters ist mit einem Pfeil markiert.
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Exon 7 (Léange 167 bp):
Die Transition von Cytosin zu Thymin (CGT - TGT) an Position 901 der cDNA flhrt zu

einem Ersatz von Arginin durch Cystein an der Kodonposition 301. Diese Mutation

Arg301Cys wurde bei der Patientin J.S. in heterozygoter Form gefunden. Abbildung
3.15 zeigt die Mutation. Eine weitere Mutation im DBT-Gen fand sich bei der Patientin

nicht.

ATTTGCT MGT GGAAT
Mutation cDNA: c.901C>T

Mutation Protein: p.Arg301Cys

Wildtypsequenz: GCTCGTGGA
Allel 1: GCTCGTGGA
Allel 2: GCTTGTGGA

o o=t 2 s s

Abbildung 3.15: In der linken Halfte ist ein Vergleich der Wildtypsequenz und der Sequenz auf den
beiden Allelen des Patienten dargestellt, das veranderte Nukleotid ist hierbei fett gedruckt. Rechts ist das
entsprechende Nukleotidelektrophoresesignal zu sehen. Hierbei entspricht ein Signal zwei gleichen
Nukleotiden, also einem homozygoten Zustand und zwei sich Uberlappende Signale entsprechen zwei
verschiedenen Nukleotiden, also einem heterozygoten Zustand. Das veranderte Nukleotid (N) ist mit

einem Pfeil markiert.
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Die Transition von Thymin zu Cytosin (TTT - TCT) an Position 920 der cDNA fihrt zu
einem Ersatz von Phenylalanin durch Serin an der Kodonposition 307. Diese Mutation
Phe307Ser wurde bei der Patientin S.W. sowie bei ihrer Mutter jeweils in heterozygoter
Form gefunden. Abbildung 3.16 zeigt diese Mutation. Eine zweite heterozygote
Mutation fand sich fur S.W. in Exon 2 des DBT-Gens.

CTCTCOCTT TAT GCCT
Mutation cDNA: c.920T>C

Mutation Protein: p.Phe307Ser

Wildtypsequenz: TCCTTTATG
Allel 1: TCCTTTATG
Allel 2: TCCTCTATG

Abbildung 3.16: In der linken Halfte ist ein Vergleich der Wildtypsequenz und der Sequenz auf den
beiden Allelen des Patienten dargestellt, das veranderte Nukleotid ist hierbei fett gedruckt. Rechts ist das
entsprechende Nukleotidelektrophoresesignal zu sehen. Hierbei entspricht ein Signal zwei gleichen
Nukleotiden, also einem homozygoten Zustand und zwei sich Uberlappende Signale entsprechen zwei
verschiedenen Nukleotiden, also einem heterozygoten Zustand. Das veranderte Nukleotid ist mit einem

Pfeil markiert.

In den Exonen 1 (Lange 65 bp), 3 (76 bp), 4 (182 bp), 5 (122 bp), 6 (217 bp), 8 (78 bp),
9 (192 bp), 10 (72 bp) und 11 (169 bp) des DBT-Gens wurden mit den angewandten

Methoden in dem untersuchten Kollektiv keine Mutationen gefunden.

Tabelle 3.5 gibt einen Uberblick Gber die im DBT-Gen nachgewiesenen Mutationen und

nimmt Bezug auf den klinischen Phanotyp des jeweiligen Patienten.
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Tabelle 3.5: Mutationen im DBT-Gen (Typ |l Mutationen)

Patient| Ethnische | Exon| Mutation Mutation Anzahl | Klinischer | Vater | Mutter

Herkunft cDNA Protein Allele | Phanotyp
schwere

S.W. D 2 |c.75_76delAT | p.Cys26TrpfsX1 1 Variante ht. wit.
schwere

J.S. D 7 c.901C>T p.Arg301Cys 1 Variante | n.b. n.b.
schwere

S.W. D 7 c.920T>C p.Phe307Ser 1 Variante | wt. ht.

n.b.: nicht bestimmt, da keine Blutprobe vorhanden.

Schwere Variante = intermediare/intermittierende MSUD-Variante.

3.2.6 Polymorphismen im DBT-Gen

Im DBT-Gen wurde bei 2 Patienten der bekannte Polymorphismus (c.1150G>A)
Gly384Ser (registriert als SNP rs 12021720) jeweils in heterozygoter Form

nachgewiesen.

Tabelle 3.6 gibt einen Uberblick tiber alle gefundenen Mutationen.
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Tabelle 3.6: Uberblick Uber die molekulargenetischen Befunde

Patient| Ethnische | Gen (Exon) Mutation Mutation Mutation Anzahl | Vater | Mutter
Herkunft cDNA genom. DNA Protein Allele
Klassische MSUD
N.S. RUS BCKDHA(9) | c¢.1312T>A g.26784 p.Tyr438Asn 2 n.b. n.b.
M.S. D BCKDHB(9)| ¢.953C>T g.166490 p.Ser318Phe 1 n.b. n.b.
BCKDHB(9) C.986A>T g.166523 p.His329Leu 1 n.b. n.b.
AH. LIB BCKDHB(9)| ¢.995C>T g.166532 p.Pro332Leu 2 ht. ht.
K.M. RUS BCKDHA(2)| c.111delC g.12841 p.Arg40GlyfsX23 1 wt. ht.
J.H. D BCKDHA(8)| c.1061G>A g.25265 p.Trp354Stop 1 ht. wt.
BCKDHA(9)| c¢.1312T>A g.26784 p.Tyr438Asn 1 wt. ht.
(RYA TR BCKDHB(5)| c¢.547C>T g.62298 p.Arg183Trp 2 ht. ht.
Intermediare/intermittierende MSUD-Varianten
S.W. D DBT(2) C.75_76delAT | g.8974_8975 | p.Cys26TrpfsX1 1 ht. wit.
DBT(7) c.920T>C g.34999 p.Phe307Ser 1 wt. ht.
E.H. TR BCKDHA(7)| c¢.890G>A g.24867 p.Arg297His 2 ht. ht.
J.S. D BCKDHA(4)| c¢.452C>T g.16327 p.Thr151Met 1 n.b. n.b.
DBT(7) c.901C>T g.34980 p.Arg301Cys 1 n.b. n.b.
Noch asymptomatische MSUD-Varianten
J.M. D BCKDHB(5) c.526A>T g.62277 p.Asn176Tyr 1 n.b. n.b.
BCKDHB(7)| ¢.832G>A g.94377 p.Gly278Ser 1 n.b. n.b.
C.D. TR - wt. - - - - -
M.U.* TR - wt. - - - - -
JJ. USA BCKDHB(1)| c¢.115G>A g.162 p.Ala39Thr 1 wt. ht.
L.S. LIB - wt. - - - - -

*: Sequenzierung erfolgte durch Frau M. Miller, MTA, Universitatsklinikum Disseldorf,

n.b.: nicht bestimmt, da keine Blutprobe vorhanden.
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1V. Diskussion

4.1 Zur phédnotypischen Zuordnung der Patienten vor

Durchfiihrung der Mutationsanalytik

Bei insgesamt sechs Personen ergab sich die Diagnose/Verdachtsdiagnose einer
MSUD aufgrund des klinischen Verlaufs. Die Patienten fielen durch die Symptomatik
einer schweren Encephalopathie auf. Diese zeigte sich entweder bereits in den ersten
Lebenstagen oder aber im Kindes- und Jugendalter, ausgelost durch einen ,katabolen
Stress® im Rahmen einer fieberhaften Erkrankung. Wahrend die Patienten mit
neonataler Prasentation (N.S., M.S., A.H.) eindeutig die klinischen und
laborchemischen Charakteristika einer klassischen MSUD aufwiesen, passen die
klinischen und laborchemischen Charakteristika bei den beiden jugendlichen Madchen
(J.S,. S.W) eindeutig zu einer intermittierenden MSUD-Variante.

Bei sorgfaltiger Analyse der Daten des Madchens L.S. ist die Verdachtsdiagnose MSUD
nicht haltbar. Weder sprachen die klinische Prasentation (keine Zeichen einer
Encephalopathie wahrend einer fieberhaften Otitis mit maRig erhohten BCAA-
Plasmakonzentrationen) noch die Laborbefunde (kein Allo-lle nachweisbar, keine
Einschrankung der BCKA-Oxidation in kultivierten Fibroblasten) flr das Vorliegen einer
MSUD-Variante (vom intermittierenden Typ). Streng genommen bestand keine
Indikation zur weiterfihrenden molekulargenetischen Analyse (Anmerkung: Bei dem

Madchen wurde auch in der molekulargenetischen Analyse keine Mutation gefunden).

Bei acht Neugeborenen wurde die Verdachtsdiagnose einer MSUD aufgrund eines flr
die MSUD verdachtigen Befundes im Neugeborenenscreening gestellt und bedurfte
einer Konfirmationsdiagnostik. Diese acht Kinder lassen sich wie folgt einem
unterschiedlichen Schweregrad der MSUD zuordnen.

Die Kinder K.M., J.H. und L.V. hatten samtlich am 4. Lebenstag leichte aber eindeutige
Zeichen einer Encephalopathie und wiesen sehr stark erhdhte Plasma-Leucinspiegel
(> 1000 pymol/l) auf. Damit sprachen die Kklinische Symptomatik und die

laborchemischen Daten eindeutig fur das Vorliegen einer klassischen MSUD.
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Der Patient E.H. hatte zwar von Geburt an maRiggradig erhéhte BCAA-Spiegel, aber
offenbar waren diese mit oder ohne Therapie niemals ausreichend hoch, um eine
encephalopathische Symptomatik zu bewirken. Erst im Alter von drei Jahren kam es,
ausgelost durch einen ,katabolen Stress“ im Rahmen einer fieberhaften Erkrankung, zu
einem Anstieg des Leucinspiegels auf Uber 1000 pmol/l und zu einer begleitenden
Encephalopathie. Aufgrund dieser Symptomatik ist der Patient eindeutig einer MSUD-
Variante (intermittierende oder intermediare Form) zuzuordnen.

Zusammenfassend waren bei diesen vier im Neugeborenenscreening erkannten
Patienten die klinischen und laborchemischen Daten hinreichend fur die Bestatigung
einer MSUD und eine molekulargenetische Analyse zur Diagnosesicherung ware nicht
zwingend erforderlich gewesen.

Anders ist die Situation bei den restlichen vier im Neugeborenenscreening
aufgefallenen Kindern, da sie bisher nie, auch nicht wahrend eines katabolen Stresses,
Zeichen einer toxischen Encephalopathie und keine Leucinspiegel tber 1000 pmol/I
aufwiesen. Aufgrund der klinischen Symptomatik weist bisher nichts auf eine MSUD hin.
Allenfalls konnte es sich um leichte eventuell asymptomatische MSUD-Varianten
handeln, wie sie von Simon et al. (2006a) beschrieben wurden.

Fir diese Gruppe von Kindern (J.M., C.D., M.U. und J.J.) stellt sich die Frage, ob die
Diagnose einer leichten MSUD-Variante mit hinreichender Sicherheit allein durch die
Messung geeigneter klinisch-chemischer Parameter gestellt werden kann, oder ob eine
zusatzliche molekulargenetische Analyse wiinschenswert oder erforderlich ist.

Um diese Frage zu beantworten, sollen die Ergebnisse der fur die
Konfirmationsdiagnostik herangezogenen klinisch-chemischen Parameter kritisch

besprochen werden.

Folgende Laborbefunde wurden hierzu herangezogen:

1. Hohe der Plasmakonzentrationen der BCAA zum Zeitpunkt der
Konfirmationsdiagnostik.

2. Ausmall des Anstiegs der Plasmakonzentrationen der BCAA unter
Stoffwechselstress im Rahmen fieberhafter interkurrenter Erkrankungen.

3. Hohe der Plasmakonzentration von Allo-Isoleucin  zum Zeitpunkt der
Konfirmationsdiagnostik.

4. Allo-Isoleucin/Isoleucin-Ratio im Verlauf unter stabilen Stoffwechselbedingungen.
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5. Restaktivitat der BCKDH in Fibroblasten.

Ad 1.: Bei allen 4 Neugeborenen wurden im Rahmen der Konfirmationsdiagnostik mit
253, 421, 328 und 407 ymol/l (entsprechend dem 1,6- bis 2,8-fachen des oberen
Referenzbereichs) nur relativ leicht erhdhte Leucinspiegel gemessen, wie sie bei einer
sehr leichten Variante der MSUD zu erwarten sind, und bei denen keine Symptome zu
erwarten sind. Diese Daten sind auch unter der Einschrankung, dass die Messungen in
verschiedenen Laboratorien und auch mit verschiedenen Methoden erfolgten, als valide
anzusehen.

Im weiteren Verlauf lagen die Plasmaspiegel der BCAA (zum Teil unter einer leicht im
Proteingehalt eingeschrankten Ernahrung) fur drei Kinder Uberwiegend in einem leicht
erhohten Bereich. Fir J.J. wurden auch ohne Einschrankungen in der Erndhrung

BCAA-Spiegel in den Referenzbereichen berichtet.

Ad 2.: Unter Phasen eines katabolen Stresses wurden Plasma-Leucinspiegel um
500 pmol/l (fir J.M. und M.U.) und 750 pymol/l (fir C.D.), jeweils ohne begleitende
neurologische Symptome, berichtet. Fir J.J. wurde bisher kein entsprechender Anstieg

berichtet.

Ad 3.: Es wurden folgende Allo-lle Konzentrationen gemessen: 7 pymol/l fuar J.M.,
21 ymol/l far C.D., 31 ymol/l fGr M.U. Fir J.J. wurde Allo-Isoleucin nicht erhoht
gefunden. Obwohl auch diese Werte - mit geeigneter Methode - in zwei verschiedenen

Laboratorien (Berlin, Dusseldorf) erstellt wurden, sind sie als valide anzusehen.

Ad 4.: Bei drei Kindern wurde die Allo-lle/lle-Ratio mit 0,07, 0,15 und 0,15 bestimmt,
was Werten flr sehr leichte MSUD-Varianten entspricht. Fur J.J. lie} sich diese Ratio

nicht bestimmen, da Allo-lle nicht erhoht gefunden wurde.

Ad 5.: Die Messung der BCKDH-AKktivitat erfolgte fur die Kinder J.M., C.D. und M.U. in
intakten Fibroblasten als Dekarboxylierung von 1-'*C-Leucin unter streng kontrollierten
Bedingungen im Stoffwechsellabor der Universitatskinderklinik Dusseldorf. Die
erhobenen Daten lieRen keine zahlenmaRige Festlegung der Restaktivitat im Vergleich

zu mitgefihrten Zellen von Personen ohne MSUD zu. Dementsprechend wurden die
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Ergebnisse aus dem Labor folgendermalien mitgeteilt: In den Fibroblasten der Kinder
J.M. und C.D. wurde die Decarboxylierungsaktivitdt fir BCKA unterhalb der von
Normalkontrollen gefunden. Das sprach fur eine partielle Storung der BCKA-Oxidation.
In den Fibroblasten des Kindes M.U. wurde in dreifachen Untersuchungsansatzen kein
Hinweis auf eine beeintrachtigte BCKA-Oxidation gefunden.

Die Eltern des Kindes J.J. verweigerten bei ihrem Kind die Entnahme von Haut zur
Anzucht von Fibroblasten. Dementsprechend stand fur eine Messung der BCKA-
Oxidation bei diesem Kind kein Material zur Verfugung.

Diese Untersuchungsmethode ist von allen fir die Bestatigung einer MSUD
verwendeten Methoden die problematischste, da die Aktivitat des zu messenden
BCKDH-Enzymkomplexes einer intensiven metabolischen Kontrolle unterliegt. Zum
Beispiel ist in Zellen unter ,normalen Kulturbedingungen® nur etwa 50 % des BCKDH-
Komplexes aktiv und es ist zu erwarten, dass durch relativ geringe Anderungen der
Kulturbedingungen die Aktivitat des BCKDH-Komplexes variieren kann (Mersey et al.,
2005; Shimomura et al., 2009). DarUber, ob entsprechende Vorgange dazu fuhren
konnen, dass fur das Kind M.U. eine uneingeschrankte BCKA-Oxidation gefunden
wurde, kann nur spekuliert werden. Auf alle Falle ist fur die Beurteilung einschrankend
zu vermerken, dass die Kultur der Fibroblasten auswarts erfolgte und die Zellen zur
Testung nach Dusseldorf geschickt wurden. Auch wurden die Zellen vor dem Test nicht
auf  Mykoplasmainfektion untersucht. Es ist denkbar, dass eine

Mykoplasmakontamination eine leicht verminderte BCKA-Oxidation maskieren kann.

Zusammenfassend ergeben sich bei der kritischen Wertung der Laborbefunde vor
Mutationsanalyse fur die Kinder J.M., C.D. und M.U. eindeutige Zeichen fur das
Vorliegen einer sehr leichten MSUD-Variante. Fur J.J. bestehen Zweifel, ob tatsachlich
eine MSUD vorliegt. Trotz der Laborbefunde erscheint es in jedem Falle sinnvoll, die
Diagnose einer MSUD durch Mutationsanalyse der krankheitsspezifischen Gene

abzusichern.

Tabelle 4.1 zeigt eine zusammenfassende Darstellung der verschiedenen Kklinisch-
chemischen Parameter, welche im Rahmen der Konfirmationsdiagnostik fur MSUD bei
vier im Neugeborenenscreening identifizierten Kindern mit bisher asymptomatisch

verlaufender MSUD herangezogen wurden:
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J.W. C.D. M.U. JJ.
Erhohte BCAA-Spiegel + + + +
BCAA-Anstieg unter Stress + + + -
Allo-lle erhoht + + + —
Allo-lle/lle-Ratio 0,07 0,15 0,15 %)
Eingeschrankte BCKA-Oxidation + + — n.b.

Tabelle 4.1: Zusammenfassende Darstellung der klinisch-chemischen Parameter. + steht fur

,vorhanden®, — fur ,fehlend®.

Die phanotypische Zuordnung von allen 14 untersuchten Personen wird im folgenden

Flussdiagramm dargestellt:

Flussdiagramm der phanotypischen
Zuordnung der untersuchten Personen

N.S., M.S., A.H. = klassische MSUD
6.Personen, bei denen / S.W., J.S. = Intermittierende MSUD-
eine MSUD aufgrund Variante

des klinischen Verlaufs .

diagnostiziert wurde L.S. = keine MSUD

4 Personen symptomatisch
K.M., J.H., l.V. = klassische MSUD

8 Personen, bei denen E.H. = Intermediare/Intermittierende
die Verdachtsdiagnose \ MSUD-Variante

einer MSUD im NBS
gestellt wurde 4 Personen noch asymptomatisch
J.M., C.D., M.U. = sehr leichte MSUD-

Variante
J.J. = MSUD fraglich
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4.2 Mobgliche Konsequenzen der gefunden Mutationen auf die
Sekundér- und Tertidrstruktur der E1- (E1a- und E14-) und
E2- Untereinheiten des BCKDH-Multienzymkomplexes

Bei allen 14 Personen wurde eine molekulargenetische Charakterisierung des
BCKDHA-, BCKDHB- und des DBT-Gens vorgenommen. Dabei wurden 15

verschiedene Mutationen und sechs Polymorphismen gefunden.

Aufgrund rontgenkristallographischer Untersuchungen der E1-Untereinheit des BCKDH-
Komplexes des Menschen (Avarsson et al., 2000) und der E2-Untereinheit beim Rind
(Kato et al., 2006) ist eine Aussage Uber die Lokalisation der Mutationen im Protein und
die dadurch bedingte Veranderung der Sekundar- und Tertiarstruktur méglich.

Die im Folgenden aus der Literatur zitierten Mutationsbezeichnungen sind auf den

Stand von 2009 aktualisiert worden.

421 Mutationen im BCKDHA-Gen

Mutationen im BCKDHA-Gen werden als Typ-lA-Mutationen bezeichnet (Chuang &
Shih, 2001). Bis November 2008 waren etwa 50 Typ-IA-Mutationen bekannt (Chuang et
al., 2008). Die Mutationen waren ohne Bildung von Clustern in bestimmten Abschnitten
uber das gesamte Gen verteilt. Typ-IA-Mutationen wurden mit dem klinischen Phanotyp
einer klassischen Ahornsirupkrankheit assoziiert. Inzwischen wird diese Assoziation
aber weniger zwingend gesehen (Chuang et al., 2008).

In dieser Arbeit wurden 28 Allele des BCKDHA-Genlocus von Personen mit der
Diagnose/Verdachtsdiagnose MSUD untersucht. Dabei wurden funf unterschiedliche
Typ IA-Mutationen in acht Allelen gefunden (siehe Tabelle 3.3). Dies entspricht einem
Drittel der 15 unterschiedlichen, wahrscheinlich krankheitsverursachenden Mutationen,
die fur diese Personengruppe in den BCKDHA-, BCKDHB- und DBT-Genen identifiziert
wurden.

Aulerdem wurden im BCKDHA-Gen funf unterschiedliche Polymorphismen gefunden.

Abbildung 4.1 zeigt die Sekundarstruktur der E1a-Untereinheit des

Multienzymkomplexes der BCKDH des Menschen und von Pseudomonas putida.
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Anhand dieser Abbildung und der daraus abgeleiteten Tertiarstruktur des Proteins

werden die Mutationen im Folgenden weiter analysiert.
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Abbildung 4.1: Sekundarstruktur der E1a-Untereinheit der BCKDH (modifiziert aus Avarsson et al.,
2000): Die Aminosaurenreste werden durch den Einbuchstabencode flir Aminosauren dargestellt. Dabei
stehen rote Buchstaben fur Aminosaurenreste, die beim Menschen und bei P. putida identisch sind, und
schwarze Buchstaben fiir nicht identische Aminosaurenreste. Die Sekundarstruktur ist durch Pfeile fir a-

Helices und Zylinder fiir B-Faltblatter dargestellt. Ein rotes Kastchen um die Buchstaben bedeutet, dass
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die Aminosauren, die durch diese Buchstaben dargestellt werden, an der Bindung der Kaliumionen
beteiligt sind. Zwei Serinreste, an denen fir die Aktivitdtssteuerung des Enzyms wichtige
Phosphorylierungen vorgenommen werden, sind durch rote Pfeile gekennzeichnet. Die im Rahmen
dieser Arbeit identifizierten Mutationen werden durch einen Buchstaben unterhalb der Sequenzen

angezeigt.

Arg40GlyfsX23

Durch diese Mutation kommt es nach nur 40 Aminosauren, die der Wildtypsequenz der

E1a-Untereinheit entsprechen, zu einer Anderung des Leserasters und nachfolgend zu
einer fehlerhaften Proteinsequenz. Nach weiteren 23 Aminosauren wird die Translation
durch ein neues Stop-Codon abgebrochen. Deshalb fehlen der E1a-Untereinheit 384 C-
terminale Aminosauren, was ca. 86 % der gesamten Untereinheit entspricht.

Dadurch ist das gesamte Enzym nicht mehr funktionstuchtig, da fur die Enzymfunktion
unerlassliche Bereiche in der E1a-Untereinheit liegen (AEvarsson et al., 2000). Grol3e
Teile der Hauptdomane werden nicht gebildet. Dies schliel3t auch die fur die Regulation
der Aktivitat des gesamten Enzyms durch Phosphorylierung notwendigen Serinreste an
den Positionen 337 und 347 mit ein. Aulerdem fehlt eine flr die Zusammenlagerung
zum Heterotetramer wichtige C-terminale Domane, die aus den Aminosauren 401 bis
445 gebildet wird.

Es ist zu erwarten, dass diese Mutation zu einem auflerst schweren Funktionsverlust
des BCKDH-Enzymkomplexes fuhrt und mit dem Phanotyp einer klassischen MSUD
assoziiert ist.

Der Patient K.M. mit klassischer MSUD ist heterozygot fur diese Mutation. Eine weitere
Mutation im BCKDHA-Gen, welche auch mit einer klassischen MSUD assoziiert sein

musste, liel} sich nicht finden.

Thr151Met

Die Mutation Thr151Met wurde bei der Patientin J.S. mit intermittierender MSUD-
Variante in heterozygoter Form gefunden. Sie wurde bereits bei einem compound-
heterozygoten Patienten tlurkischer Herkunft mit klassischer MSUD beschrieben
(Dursun et al., 2002).
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Threonin 151 liegt in Bezug auf die Sekundarstruktur der E1a-Untereinheit zwischen
der a-Helix 3 und dem B-Faltblatt a, die beide Bestandteil des hydrophoben Kerns der
Hauptdomane der E1a-Untereinheit sind (Avarsson et al., 2000). Der
Verbindungsbereich zwischen diesen beiden Abschnitten besteht aus den Aminosauren
Aspartat 149, Asparagin 150 und Threonin 151, die alle drei hydrophile Reste mit
polaren Seitenketten besitzen. Dieser Bereich ist als funktionell hoch konserviert
anzusehen, da sich sowohl bei Mensch, Ratte, Maus, und Rind als auch bei
Pseudomonas putida, an den korrespondierenden Stellen ausschliellich hydrophile
Aminosaurenreste mit polaren Seitenketten befinden (Zhang et al., 1987; Hu et al.,
1988; Dariush et al., 1991; Costeas & Chinsky, 1996; /AEvarsson et al., 2000).

Der Austausch von Threonin gegen Methionin mit groerer unpolarer und
schwefelhaltiger Seitenkette durfte Auswirkungen auf die Gesamtkonfirmation des
hydrophoben Kerns der Hauptdomane der E1a-Untereinheit und damit letztlich auf die
gesamte Enzymaktivitdt haben. Aus der Beschreibung eines Thr151Met-compound-
heterozygoten Patienten mit klassischer MSUD (Dursun et al., 2002) ist zu schliel3en,

dass diese Mutation mit einem schweren Verlust der BCKDH-Aktivitat assoziiert ist.

Arg297His
Die Mutation Arg297His beeinflusst die Wechselwirkungen zwischen den

Untereinheiten des E1-Heterotetramers der BCKDH. Arginin 297 befindet sich nahe der
Beruhrungsflache der beiden E1a-Untereinheiten, die zum grof3ten Teil aus der a-
Helix 10 beider Untereinheiten gebildet wird. Es bildet ionische Bindungen mit der
negativ geladenen Seitenkette von Aspartat 282 und der Seitenkette von Glutamat 327
aus, welche wiederum eine Wasserstoffbriickenbindung mit Alanin 285 eingeht. Nur
durch dieses aufwendige Bindungsgeflecht ist eine prazise Positionierung der Helix 10
und damit die Ausbildung der o/a’-Bertihrungsflache gewahrleistet. Abbildung 4.2 zeigt

die Positionierung von Arginin 297 in der Tertiarstruktur der E1a-Untereinheit.
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Abbildung 4.2: Positionierung von Arginin 297 in der Tertiarstruktur der E1a-Untereinheit (modifiziert aus
AEvarsson et al., 2000).

Der Austausch von Arginin gegen Histidin bewirkt an dieser Position eine sehr viel
kirzere Seitenkette, welche wahrscheinlich nicht fahig ist, Bindungen mit Aspartat 282
und Glutamat 327 einzugehen. Dadurch kann das aktive Heterotetramer nicht optimal
gebildet werden und es kommt nachfolgend zu einer deutlich verminderten BCKDH-
Enzymaktivitat. Dementsprechend wurde Arg297His im Rahmen dieser Arbeit bei dem
Patienten E.H. mit intermediarer/intermittierender MSUD-Variante in homozygoter Form

gefunden.

Trp354Stop
Diese Nonsense-Mutation fuhrt nach dem Tryptophan an Position 354 zu einem

vorzeitigen Abbruch der Translation. Dadurch ist die E1a-Untereinheit um 92 C-
terminale Aminosauren verkurzt. Wie bereits bei der Mutation Arg40GlyfsX23
besprochen, liegen fur die Funktion des BCKDH-Komplexes unerlassliche Bereiche in
der E1a-Untereinheit (AEvarsson et al., 2000).

Im Rahmen dieser Arbeit fand sich die Mutation Trp354Stop in heterozygoter Form bei
der Patientin J.H. mit klassischer MSUD. Bei ihr fand sich eine weitere heterozygote

Mutation im gleichen Gen.
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Tyr438Asn
Diese Mutation kommt in der Population der Mennoniten in Nordamerika aufgrund eines

Grundereffektes mit einer stark erhohten Pravalenz von 1:176 Lebendgeborenen vor
(Marshall & DiGeorge, 1981; Chuang, 1998). In der vorliegenden Untersuchung wurde
die Mutation in heterozygoter Form bei der Patientin J.H. und in homozygoter Form bei
dem Patienten N.S. gefunden. Beide Patienten haben eine klassische MSUD.

Die Auswirkungen von Tyr438Asn auf die BCKDH betreffen einen kleinen C-terminalen
Bereich, der aus der Hauptmasse der E1a-Untereinheit herausragt und mit beiden -
Untereinheiten ( und p’) des E1-Heterotetramers in Verbindung steht. Abbildung 4.3

zeigt diese Beruhrungsflache.

o /
[ subung

* Tyr363-p’
Phe409-a. |
-_

© £ Asn233-p |
I

-—

Abbildung 4.3: Lokalisation von Tyr438Asn im Protein (modifiziert aus AEvarsson et al., 2000): Die E1a-
Untereinheit ist als Kette mit nur wenigen ausgewahlten Aminosaurenresten dargestellt. Von den E1p-
Untereinheiten ist die Oberflache halb durchsichtig dargestellt, gelb fur die p’-Untereinheit und rot fur die

B-Untereinheit.

Fur die regelrechte Ausbildung von Wechselwirkungen zwischen den Untereinheiten
werden an dieser Stelle eine Reihe von Aminosauren mit aromatischen Resten
bendtigt. Normalerweise liegt Tyrosin an Position 438 eingebettet zwischen

Tryptophan 380 und Phenylalanin 374 der p’-Untereinheit und bildet Uber seine
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Hydroxylgruppe Wasserstoffbriickenbindungen zu den Seitenketten von Aspartat 378
(B’-Untereinheit) und Histidin 403 (a-Untereinheit).

Durch den Austausch von Tyrosin durch Asparagin an Position 438 liegt hier nun eine
sehr viel kleinere und polare Seitenkette vor, die diese ausgedehnten
Wechselwirkungen nicht gewahrleisten kann. Dies fuhrt dazu, dass sich die beiden
Untereinheiten E1a und E1f’ nicht zusammenlagern konnen. Dieser Schritt wirde
normalerweise am Ende der Zusammenlagerung der vier Untereinheiten zum stabilen
E1-Heterotetramer stehen. In Abbildung 4.4 ist dieser Prozess dargestellt: Die vier
Untereinheiten bilden intermediare Heterodimere off und o’f’, um sich dann zum
aktiven Tetramer zusammenzufligen. Dieser letzte Schritt, in dem das aktive Zentrum
des Enzyms erst geformt wird, wird durch die Mutation Tyr438Asn verhindert, da die
Kontaktflache zwischen der a- und der p’-Untereinheit verandert ist (Wynn et al., 1998;
AEvarsson et al., 2000).
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Abbildung 4.4: Prozess der Zusammenlagerung der vier Untereinheiten zum aktiven E1-Heterotetramer

und die méglichen Auswirkungen der Mutation Tyr438Asn (modifiziert aus AEvarsson et al., 2000).

Durch die fehlende Ausbildung des aktiven Zentrums kommt es zu einer stark

eingeschrankten Enzymfunktion, welche mit einer klassischen MSUD assoziiert ist.
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4.2.2 Mutationen im BCKDHB-Gen

Im November 2008 waren im BCKDHB-Gen etwa 50 bis 60 Mutationen bekannt
(Chuang et al., 2008), die auch als Typ-IB-Mutationen bezeichnet werden (Chuang &
Shih, 2001) und sich aus allen Arten von Genmutationen zusammensetzten. Es liel}
sich kein bestimmtes Verteilungsmuster der Mutationen Uber das Gen beobachten.

In den 28 Allelen des BCKDHB-Genlocus der Personen, die in dieser Arbeit untersucht
wurden, fanden sich sieben unterschiedliche Typ-IB-Mutationen auf neun Allelen. Alle
sieben Mutationen sind Missense-Mutationen (siehe Tabelle 3.4).

Im BCKDHB-Gen befinden sich knapp 50 % aller bei dieser Personengruppe

gefundenen Mutationen.

Abbildung 4.5 zeigt die Sekundarstruktur der E1p-Untereinheit des
Multienzymkomplexes der BCKDH des Menschen und von Pseudomonas putida.
Anhand dieser Abbildung und der daraus folgenden Tertiarstruktur des Proteins werden

die Mutationen im Folgenden weiter analysiert.
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Abbildung 4.5: Sekundarstruktur der E1p-Untereinheit der BCKDH (modifiziert aus AEvarsson et al.,
2000): Die Aminosaurenreste werden durch den Einbuchstabencode flir Aminosauren dargestellt. Dabei
stehen rote Buchstaben flir Aminosaurenreste, die beim Menschen und bei P. putida identisch sind, und
schwarze Buchstaben fiir nicht identische Aminosaurenreste. Die Sekundarstruktur ist durch Pfeile fir a-
Helices und Zylinder fir p-Faltblatter dargestellt. Ein rotes Késtchen um die Buchstaben bedeutet, dass
die Aminosauren, die durch diese Buchstaben dargestellt werden, an der Bindung der Kaliumionen
beteiligt sind. Die im Rahmen dieser Arbeit identifizierten Mutationen werden durch einen Buchstaben

unterhalb der Sequenzen angezeigt.
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Ala39Thr

Diese Mutation wurde in heterozygoter Form als einzige Mutation in den drei
krankheitsspezifischen Genen der Patientin J.J. gefunden. Sowohl Alanin als auch
Threonin haben aliphatische Seitenketten, die von Threonin ist allerdings langer. Der
Austausch dieser Aminosauren an dieser Position wurde in der Literatur bisher nicht
beschrieben. Man kann durch Arbeiten Uber Mutationen im N-terminalen Bereich des
BCKDHB-Gens allerdings sagen, dass Alanin 39 in der Mitochondrieneintrittsequenz
liegt (Nobukuni et al., 1991) und im reifen Protein nicht mehr vorhanden sein durfte
(AEvarsson et al., 2000). Somit durfte diese Mutation keine krankheitsverursachende

Wirkung haben.

Asn176Tyr
Diese Mutation wurde schon bei einem fiur diese Mutation compound-heterozygoten

MSUD-Patienten beschrieben (McConnell et al., 1997). Sie fand sich in der
vorliegenden Untersuchung bei dem Patienten J.M. mit noch asymptomatischer MSUD-
Variante auch in compound-heterozygoter Form. Die Mutation betrifft die flr die
Bindung von Kaliumionen zustandige Region in der E1B-Untereinheit, eine weitere
Bindungsstelle liegt in der E1a-Untereinheit. Asparagin 176 ist an der Ausbildung eines
die Bindungsstelle stabilisierenden Netzwerkes von Wasserstoffbrickenbindungen zu
den Seitenketten von Glycin 178 und Arginin 168 beteiligt, das in Abbildung 4.6
dargestellt ist.
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Abbildung 4.6: Bindungsstelle fir Kaliumionen in der E1B-Untereinheit (modifiziert aus A£varsson et al.,
2000).

Die sehr viel gro3ere Seitenkette von Tyrosin beeintrachtigt die Interaktion zwischen
Arginin 168 und der Hauptkettencarbonylgruppe von Lysin 232. Dadurch andert sich die
gesamte Stereochemie. Die Hauptkettencarbonylgruppen an den Positionen 178, 231
und 233 kénnen so das Kaliumion nicht mehr binden, was fur die Stabilitat und Aktivitat
des Enzyms unerlasslich ist. Die Zusammenlagerung der Untereinheiten ist aulerdem
beeintrachtigt, da die Seitenkette von Asparagin 233 in engem Kontakt zu der
Beruhrungsflache zwischen den Untereinheiten steht (AEvarsson et al., 2000).

In homozygoter Form ist diese Mutation mit dem Phanotyp einer klassischen MSUD
assoziiert (McConnell et al., 1997).

Arg183Trp
Diese Mutation wurde noch nicht beschrieben, hingegen eine andere Mutation an dieser

Position mit Ersatz von Arginin durch Prolin (Edelmann et al., 2001; Wynn et al., 2001).
Die Mutation Arg183Pro ist mit dem Phanotyp der klassischen MSUD assoziiert.
Arginin 183 ist in der Mitte des B-Faltblattes e der E1p-Untereinheit lokalisiert und gilt

als konserviert zwischen Mensch und dem Prokaryoten Pseudomonas putida (siehe
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Abbildung 4.5). Es liegt in enger Nahe (Distanz ca. 10 A) zu dem Kaliumion, das durch
den oben besprochenen Bereich gebunden wird.

Die Seitenkette von Arginin 183 bildet eine lonenbindung zu der Seitenkette von
Glutamat 146 aus. Aulerdem bestehen Wasserstoffbrickenbindungen sowohl
zwischen der Aminogruppe von Arginin 183 und der Carboxylgruppe von Alanin 145 in
der Hauptkette, als auch zwischen der Carboxylgruppe von Arginin 183 und der
Aminogruppe von Isoleucin 147 (Wynn et al., 2001). In Abbildung 4.7 sind diese
Bindungen durch rote Plnktchen dargestellt. Aul3erdem sieht man hier, dass es durch
den Einbau von Prolin (weill dargestellt) statt Arginin zu einem Knick in der Hauptkette

der B-Untereinheit kommt.

Thr181

Pro183

\‘.,
Ala145

Abbildung 4.7: Wechselwirkungen von Aminosauren in der E1B3-Untereinheit und Effekt der Arg183Pro-
Mutation auf die Struktur (modifiziert aus Wynn et al., 2001).

Es wird vermutet, dass diese veranderte Struktur die Verknipfung von Arginin 183 mit
Alanin 145, Glutamat 146 und Isoleucin 147 unmdglich macht. Dadurch wird die
gesamte Interaktion zwischen den verschiedenen B-Faltblattern der E1p-Untereinheit
gestort, und es kommt letztlich zu einer Verdrangung von Threonin 181, das auch im (-
Faltblatt e liegt und durch ein Wassermolekul (rotes ,W’ in Abbildung 4.7) das

Kaliumion an der richtigen Position halt. Durch diese strukturellen Veranderungen
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kommt es zusatzlich zu einer erhéhten Thermolabilitdt der E1p-Untereinheit, die das
Protein schon bei physiologischen Temperaturen instabil werden lasst (Wynn et al.,
2001). Man kann annehmen, dass es durch den Einbau von Tryptophan mit seiner
groRen aromatischen Seitenkette an der Position 183 zu ahnlichen Auswirkungen
kommt wie durch den Einbau von Prolin. Dies wird dadurch untermauert, dass die flr

diese Mutation homozygote Patientin 1.V. eine klassische MSUD hat.

Gly278Ser
In der Literatur sind Patienten mit varianter bzw. asymptomatischer MSUD beschrieben,

die entweder compound-heterozygot fur die Mutation Gly278Ser sind (Edelmann et al.,
2001; Henneke et al., 2003; Flaschker et al., 2007) oder homozygot (Flaschker et al.,
2007). Auch in dieser Arbeit liegt die Mutation bei dem compound-heterozygoten
Patienten J.M. mit noch asymptomatischer MSUD-Variante vor. Die andere Mutation im
BCKDHB-Gen dieses Patienten ist die oben besprochene Mutation Asn176Tyr, die mit
einer klassischen MSUD assoziiert ist.

Glycin 278 ist in einer Haarnadelkurve zwischen dem B-Faltblattj und der a-Helix 9
lokalisiert und gilt als konserviert zwischen Mensch und dem Prokaryoten
Pseudomonas putida (siehe Abbildung 4.5). Die benachbarte Aminosaure
Tryptophan 277 ist die letzte Aminosaure des p-Faltblattesj und bildet eine
Wasserstoffbrickenbindung mit Glutamat 201. Diese Aminosaure ist wiederum
Bestandteil einer hydrophoben ,Tasche®, die eine Seite der B/p’-Berthrungsflache
ausmacht (siehe Abbildung 4.8). Die andere Seite wird durch Histidin 206 der zweiten
B-Untereinheit im Heterotetramer gebildet, das sich ,wie ein Knopf in das Knopfloch® der
hydrophoben ,Tasche® legt und eine Wasserstoffbrickenbindung zu der

Hauptkettencarboxylgruppe von Threonin 334 ausbildet (AEvarsson et al., 2000).
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Abbildung 4.8: p/p’-Berthrungsflache (modifiziert aus Avarsson et al., 2000).

Die benachbarte Mutation Gly278Ser koénnte durch den Austausch der kleinen
unpolaren Seitenkette des Glycins durch die groRere polare Seitenkette des Serins das
Zusammenspiel der E1B-Untereinheiten wahrend der Zusammensetzung zum
Heterotetramer beeintrachtigen und so zu einer herabgesetzten Enzymaktivitat fUhren
(Edelmann et al., 2001).

Ser318Phe

Diese Mutation wurde in heterozygoter Form bei dem Patienten M.S. mit klassischer
MSUD gefunden, der als zweite heterozygote Mutation im BCKDHB-Gen His329Leu
tragt.

Die Mutation Ser318Phe ist in der Literatur bisher nicht beschrieben worden. Die
Seitenkette von Serin an dieser Stelle gilt als konserviert zwischen Mensch und dem
Prokaryoten Pseudomonas putida (siehe Abbildung 4.5). Serin 318 liegt in der a-
Helix 10 und damit im C-terminalen Abschnitt der E1p3-Untereinheit, der zum Bereich
der Bindedomane an die E2-Untereinheit gehort (/Evarsson et al., 2000).

Abbildung 4.9 zeigt die Bindung der E2-Untereinheit an das C-terminale Ende der E1p3-

Untereinheit des E1-Heterotetramers beim Aufbau des BCKDH-Komplexes.
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Abbildung 4.9: Aufbau des BCKDH-Komplexes (modifiziert aus AEvarsson et al., 2000).

Die strukturellen Veranderungen, die sich durch den Einbau der aromatischen
Seitenkette von Phenylalanin statt der aliphatischen Seitenkette von Serin ergeben,
greifen damit in ein konserviertes Strukturmotiv und in den Zusammenschluss der E1-
und E2-Untereinheiten ein. Es ist anzunehmen, dass die Gesamtkonformation des
BCKDH-Komplexes dadurch gestort wird und es zu einer deutlichen Verminderung der

Enzymaktivitat wie bei einer klassischen MSUD kommt.

His329L eu

Dies ist die zweite heterozygote Mutation am BCKDHB-Genlocus des Patienten M.S.
mit klassischer MSUD. Bei dieser Mutation kommt es zu einem Einbau von Leucin mit
aliphatischer Seitenkette statt Histidin mit aromatischer Seitenkette. Auch diese
Mutation ist bisher nicht beschrieben worden. Sie liegt in einem zwischen Menschen
und Pseudomonas putida konservierten Bereich des p-Faltblattes m (siehe Abbildung
4.5). Dieser Bereich gehort ebenso zum C-terminalen Abschnitt der E13-Untereinheit
und damit zur Bindedomane der E2-Untereinheit an das E1-Heterotetramer beim
Aufbau des BCKDH-Komplexes.

Die Auswirkungen dieser Mutation durften also ahnlich sein wie die der Mutation
Ser318Phe und zusammen flhren die beiden Mutationen zu dem Phanotyp einer
klassischen MSUD.
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Pro332Leu

Bei dem Patienten A.H. mit klassischer MSUD wurde die bisher unbekannte Mutation
Pro332Leu in homozygoter Form gefunden.

Prolin 332 bildet zusammen mit Phenylalanin 203 die hydrophobe ,Tasche®, die eine
Seite der p/B’-BerUhrungsflache ausmacht und oben bei der Mutation Gly278Ser
besprochen wurde (siehe Abbildung 4.8).

Durch die Mutation Pro332Leu wird der heterozyklische Rest von Prolin durch den
kleineren aliphatischen Rest von Leucin ersetzt und die ,Tasche® verliert ihre
ursprungliche Konfirmation. Aulderdem kdnnte es durch die veranderte Stereochemie zu
einer Verlagerung von Threonin 334 kommen, so dass die Wasserstoffbriickenbindung
nicht mehr ausgebildet wird. Histidin 206 kann so nicht mehr in der genauen
Positionierung gehalten werden, die beiden E1p-Untereinheiten verlieren ihre feste
Verknupfung. Dadurch kann das aktive Heterotetramer nicht gebildet werden, was den

Phanotyp einer klassischen MSUD erklaren kdnnte.

4.2.3 Mutationen im DBT-Gen

Im November 2008 waren im DBT-Gen etwa 50 Mutationen bekannt, die auch als Typ-
2-Mutationen bezeichnet werden (Chuang & Shih, 2001). Sie setzten sich zwar aus
allen Arten von Genmutationen zusammen, aber eine grol3e Zahl betraf Deletionen
(Chuang et al., 2008). Auch hier lie3 sich kein bestimmtes Verteilungsmuster der
Mutationen uber das Gen beobachten.

Von den 28 Allelen des DBT-Genlocus, die in dieser Arbeit untersucht wurden, fanden
sich drei unterschiedliche Typ-2-Mutationen auf drei Allelen. Darunter sind zwei
Missense-Mutationen und eine Deletion (siehe Tabelle 3.5). Damit befinden sich am
DBT-Genlocus 20 % aller in dieser Arbeit gefundenen Mutationen.

Die E2-Untereinheit der BCKDH des Menschen ist bisher nicht vollstandig
rontgenkristallographisch untersucht worden. Im Jahr 2006 wurde aber eine Arbeit Uber
die Struktur der E2-Untereinheit beim Rind veroffentlicht, deren Sequenz zu 93 % mit
der des Menschen Ubereinstimmt (Kato et al., 2006).

Abbildung 4.10 zeigt die Sekundarstruktur des katalytischem Zentrums der E2-
Untereinheit des Multienzymkomplexes der BCKDH beim Rind (E2b_BOVIN) und

aulderdem die Struktur der entsprechenden Enzyme bei den Bakterien Escherichia coli
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(E20_ECOLI) und Azotobacter vinelandii (E2p_AZOVI). Anhand dieser Abbildung und

der daraus folgenden Tertiarstruktur des Proteins werden die Mutationen im Folgenden

weiter analysiert.
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Abbildung 4.10: Sekundarstruktur des katalytischem Zentrums der E2-Untereinheit der BCKDH
(modifiziert aus Kato et al., 2006): In der Abbildung werden die Aminosdurenreste durch den

Einbuchstabencode flir Aminosduren dargestellt. Dabei stehen Buchstaben in roten Kastchen fir

Aminosaurenreste, die beim Menschen und den Bakterien identisch sind, Buchstaben in gelben Kastchen

fur konservierte Aminosaurenreste und Buchstaben in unfarbigen Kastchen fur halb-konservierte

Aminosaurenreste. Die Sekundarstruktur ist durch Schleifen flr a-Helices und Pfeile fur p-Faltblatter

dargestellt. Die Nummern der Positionen der einzelnen Aminosaduren werden unterhalb der Sequenz

angegeben, dabei wurde die Nummerierung der Tripletts in der bovinen Sequenz der aktuellen

Nummerierung beim humanen Enzym angepasst. Verschiedenfarbige Dreiecke direkt Gber Aminosauren

geben deren folgende Funktionen im Protein an:

schwarz: Bindung von Acyl-CoA;
blau: Aminosaurerest im aktiven Zentrum;
orange: hydrophobe ,Tasche® fur die Interaktion zwischen zwei Trimeren;

rosa: ,Pfortner” der Dihydrolipoamidbindestelle.
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Die im Rahmen dieser Arbeit identifizierten Mutationen werden durch einen Buchstaben unterhalb der

Sequenzen angezeigt.

Cys26TrpfsX1

Diese Mutation ist eine von zwei Mutationen der compound-heterozygoten Patientin

S.W. mit einer intermittierenden MSUD-Variante.

Diese Mutation ist in der Literatur bereits bekannt und wird mit dem klinischen Phanotyp
der klassischen MSUD assoziiert (Fisher et al., 1993; Henneke et al., 2003; Rodriguez-
Pombo et al., 2006). Dies lasst sich leicht nachvollziehen, wenn man bedenkt, dass es
durch das veranderte Lesemuster zu der Bildung eines neuen Stop-Codons und einem
dadurch bedingtem Abbruch der Proteinsynthese kommt. Es werden 456 C-terminale
Aminosauren nicht eingebaut, was ca. 95 % der gesamten Untereinheit entspricht.
Dadurch ist das gesamte Enzym nicht mehr funktionsttichtig, da die E2-Untereinheit das
fur die Enzymfunktion unerlassliche Dihydrolipoamid an sich gebunden hat und somit
ein wichtiger Bestandteil des BCKDH-Komplexes ist (Chuang & Shih, 2001).

Dass die Patientin nicht an einer klassischen MSUD erkrankt war, kann somit nur durch
die Mutation, die auf dem zweiten Allel gefunden wurde und mit einer intermittierenden

MSUD assoziiert sein muss, bedingt sein.

Arg301Cys
Bei der Patientin J.S. mit intermittierender MSUD-Variante wurde im DBT-Gen nur die

Mutation Arg301Cys in heterozygoter Form gefunden. Im BCKDHA-Gen wurde noch
eine weitere heterozygote Mutation identifiziert.

Die Mutation Arg301Cys ist aus der Literatur bekannt und wird mit dem Phanotyp einer
Thiamin-responsiven MSUD assoziiert (Chuang & Shih, 2001).

Arginin 301 liegt am Ende der zweiten oa-Helix und ist beteiligt an der Interaktion
zwischen den E2-Trimeren wahrend des Zusammenschlusses von acht Trimeren zum
fertigen Homopolymer von 24 E2-Untereinheiten.

Der Zusammenhalt zwischen zwei Trimeren wird durch Ausbildung von diversen
Wasserstoffbriickenbindungen und lonenbindungen zwischen Aminosaurenresten

gewabhrleistet. Die Seitenkette von Arginin 301 bildet dabei eine lonenbindung zu der

83



IV. Diskussion

Seitenkette von Aspartat 480 der angrenzenden Untereinheit aus. Abbildung 4.11 zeigt
die Tertiarstruktur an der BerUhrungsflache zwischen den Untereinheiten und die

Verbindung zwischen Arginin 301 und Aspartat 480’

Abbildung 4.11: BertUhrungsflache zwischen zwei E2-Untereinheiten (modifiziert aus Kato et al., 2006).

Durch den Einbau der sehr viel kirzeren und schwefelhaltigen Seitenkette von Cystein
kann diese lonenbindung nicht mehr ausgebildet werden. Aus
Sedimentationsuntersuchungen weil3 man, dass durch die Mutation Arg301Cys zwar
nicht die Bildung des Homopolymers verhindert wird, dennoch kann man aufgrund
kinetischer Daten der Enzymeigenschaften sagen, dass die Enzymfunktion im Vergleich

zum Wildtypenzym eingeschrankt ist (Kato et al., 2006).

Phe307Ser

Phenylalanin 307 liegt am Beginn der dritten a-Helix und gehdrt zu den halb-
konservierten Aminosauren (siehe Abbildung 4.10). Im Wildtypenzym liegt diese
Aminosaure in der direkten Nahe der Bindungsstelle flr Acyl-CoA, die in Abbildung
4.12 dargestellt wird.
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H2

Abbildung 4.12: Sicht auf die Bindungsstelle fiir Acyl-CoA an der E2-Untereinheit (modifiziert aus Kato
et al., 2006).

Das infolge der Mutation Phe307Ser eingebaute Serin hat eine sehr viel kirzere und
polare Seitenkette als das aromatische unpolare Phenylalanin. Man kann davon
ausgehen, dass sich die Gesamtkonfiguration der CoA-Bindestelle dadurch verandert.
Die Mutation wurde in heterozygoter Form bei der Patientin S.W. mit intermittierender
MSUD-Variante gefunden, auf derem zweiten mutierten Allel sich die Frameshift-
Mutation Cys26TrpfsX1 befindet, die zu einem verfriihten Abbruch der Translation und
damit zu einer stark verminderten Enzymfunktion fihrt (siehe oben). Daraus lasst sich
schlieBen, dass die Mutation Phe307Ser mit einem milden varianten Phanotypen

assoziiert sein muss.
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4.3 Bedeutung der Mutationsanalytik fiir die Diagnosestellung
der MSUD

Mit der angewendeten Methode der direkten DNA-Sequenzierung wurde in 16 von 18
moglichen Allelen der krankheitsspezifischen Genloci bei neun MSUD-Patienten,
welche letztlich eine MSUD-typische Symptomatik aufwiesen, ein
krankheitsverursachendes Mutationsereignis aufgedeckt. Dies entspricht einer 90 %-
igen Aufklarungsquote. Von den insgesamt zwolf verschiedenen Mutationen waren funf
bereits bekannt, acht Mutationen wurden hier zum ersten Mal beschrieben.

Bei sieben dieser neun MSUD-Patienten wurden jeweils zwei mutierte Allele eines
Gens gefunden. Bei dem Patienten K.M. mit klassischer MSUD wurde nur ein
verandertes Allel fir ein Gen gefunden und bei der Patientin J.S. mit intermittierender
MSUD-Variante wurde je ein mutiertes Allel am BCKDHA-Genlocus und am DBT-
Genlocus gefunden. Beides sind bekannte krankheitsverursachende Mutationen - im
BCKDHA-Gen eine Mutation, die mit einer klassischen MSUD assoziiert ist, im DBT-
Gen eine, die mit einer als Thiamin-responsiv bezeichneten Variante der MSUD
assoziiert ist.

Allerdings ist die genetische Voraussetzung fur das Entstehen der MSUD, namlich das
Vorliegen von zwei mutierten Allelen an einem Genlocus bei den Patienten K.M. und
J.S. nicht erfullt. Somit muss es bei ihnen jeweils eine weitere, krankheitsverursachende
Mutation an einem der beiden anderen krankheitsspezifischen Genloci geben, die
bisher nicht gefunden wurden.

Bei kritischer Betrachtung war bei jedem dieser neun symptomatischen MSUD-
Patienten der Einsatz der molekulargenetischen Untersuchung fir die
Konfirmationsdiagnostik einer MSUD nicht zwingend erforderlich. Allein der sehr hohe
Leucinspiegel weit Uber 1000 pmol/l zusammen mit den hohen Konzentrationen der
anderen BCAA einschlieBlich Allo-Isoleucin und der encephalopathischen Symptomatik
kénnen als beweisend flr eine MSUD gewertet werden. Bei dem Patienten E.H. mit
intermediarer/intermittierender MSUD-Variante, bei dem es erst im Alter von drei Jahren
unter katabolem Stress zu einer encephalopathischen Symptomatik kam, konnte
allerdings der homozygote Nachweis einer bereits bekannten und mit intermediarer
MSUD assoziierten Mutation flr eine - in Grenzen - prognostische Aussage zum

Schweregrad der MSUD genutzt werden.
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Das Ergebnis der molekulargenetischen Analyse der vier bisher asymptomatischen
Kinder, die im Neugeborenenscreening aufgedeckt wurden, ist ein vollkommen
anderes. Von den acht moglichen wurden nur zwei krankheitsverursachende
Mutationsereignisse gefunden, beide im BCKDHB-Gen bei dem Patienten J.M. Beide
Mutationen waren bereits beschrieben. Asn176Tyr wurde als mit klassischer MSUD
assoziiert berichtet (McConnell et al., 1997) und Gly278Ser als mit einer intermediaren
MSUD-Variante assoziiert (Edelmann et al., 2001). Bei dieser Konstellation ist zu

erwarten, dass der klinische Phanotyp durch die letztgenannte Mutation bestimmt wird.

Eine ahnliche funktionell hemizygote Konstellation mit einem Gly278Ser-Allel und einer
Stop-Mutation wurde durch die Dusseldorfer Arbeitsgruppe bei einem Patienten mit
intermittierender MSUD-Variante berichtet (Patient msud008 bei Henneke et al., 2003 =
Patient 10 bei Simon et al., 2006a und bei Flaschker et al., 2007). Dieser Patient wies in
Fibroblasten eine BCKDH-Restaktivitdt von 7-9% auf und zeigte einen
intermittierenden Phanotyp mit encephalopathischen Episoden im Alter von drei, vier
und sieben Jahren. Drei andere Patienten (Patienten 4,5 und 14 bei Simon et al.,
2006a und bei Flaschker et al., 2007) hatten die G278S-Mutation entweder in
heterozygoter (Patienten 4 und 14) oder homozygoter Form (Patient 5): Die Patienten 4
und 5 wurden im Neugeborenenscreening (unter Verwendung eines bakteriellen
Hemmtests) erkannt und blieben bis zum Alter von 24 bzw. 25 Jahren asymptomatisch
(d.h. sie wiesen keine encephalopathischen Episoden wahrend katabolem Stress auf).
Die Restaktivitaten der BCKDH betrugen 19 - 25 %, bzw. 17 % der Norm. Patient 14
zeigte das klinische Bild einer intermittierenden MSUD mit erster encephalopathischer
Episode im Rahmen eines katabolen Stress im Alter von 18 Monaten.

Aufgrund der Erfahrung zum genauen Krankheitsverlauf bei Vorliegen der Gly278Ser-
Mutation lasst sich bei dem hier untersuchten Patienten J.M. nicht voraussagen, ob sich
das Ausbleiben von Symptomen wie in den ersten zweieinhalb Jahren auch in Zukunft
wahrend kataboler Stresssituationen fortsetzt oder ob er den Phanotyp einer
intermittierenden Form entwickelt. Fir den weiteren Verlauf durften das Ausmafl
kataboler Stressreaktionen und der individuelle Umgang des Organismus mit ihnen
entscheidend fur das Auftreten von MSUD-spezifischen Symptomen sein. Die Beratung
der Eltern Uber den zu erwartenden Verlauf der MSUD muss also entsprechend

durchgefuhrt werden.
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Von den anderen Kindern dieser Gruppe verlief die Mutationssuche in den drei
strukturellen Genen des BCKDH-Komplexes bei C.D. und M.U. negativ. Die bei dem
Kind J.J. gefundene Mutation Ala39Tyr im BCKDHB-Gen liegt im Bereich der
Mitochondrieneintrittsequenz der E1[3-Untereinheit und durfte, da im reifen Protein nicht
mehr vorhanden, nicht mit einer krankheitsverursachenden Wirkung assoziiert sein. Bei
diesem Kind wurden klinisch auch nur fragliche Hinweise auf das Vorliegen einer MSUD

gefunden.

Die Mutationssuche bei dem Madchen L.S., das klinisch einmalig unspezifisch auffallig
gewesen war und keine konkreten Hinweise auf das Vorliegen einer MSUD zeigte,

verlief in allen drei Genen negativ.
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Die Zuordnung der Ergebnisse der molekulargenetischen Untersuchung aller hier

untersuchten Personen werden in der folgenden Abbildung dargestellt:

14 Personen: Ergebnisse der
molekulargenetischen Untersuchung

6 Personen mit klassischer \ N.S., M.S,, AH.,JH., LV.=2
MSUD mutierte Allele eines Gens
K.M. =1 mutiertes Allel

3 Personen mit intermediarer
oder intermittierender
MSUD-Variante

S.W., E.H. =2 mutierte Allele
eines Gens

J.S. = je 1 mutiertes Allel von
2 verschiedenen Genen

3 Personen mit noch
asymptomatischer MSUD-
Variante

passend zu varianter MSUD
C.D., M.U. = keine Mutationen

2 Personen mit nur fraglicher
MSUD, bzw. ohne MSUD J.J., L.S. = keine Mutationen

\
\ J.M. = 2 mutierte Allele,
\

Die Tabelle 4.2 fasst fur die einzelnen Mutationen die betroffene Funktion des BCKDH-
Enzymkomplexes sowie den assoziierten klinischen Phanotyp bzw. die vermutete

Auswirkung auf den klinischen Phanotyp zusammen.
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Tabelle 4.2: Auswirkungen der gefundenen Mutationen.

Erstbeschreiber, Assoziierter
Patient| Gen (Exon) | Mutation Mutation Anzahl| bzw. betroffene | Phdnotyp, bzw.
cDNA Protein Allele Funktion der vermutete
BCKDH Auswirkungen
Klassische MSUD
N.S. |BCKDHA(9)| c.1312T>A p.Tyr438Asn 2 Matsuda et al., 1990 klassisch
Bindungsstelle
BCKDHB(9)| c¢.953C>T p.Ser318Phe 1 E1B/E2, Bildung schwerer
M.S. Enzymkomplex Funktionsverlust
BCKDHB(9)| c.986A>T p.His329Leu 1 beeintrachtigt
Bindungsstelle
E1B/E1p’, Bildung schwerer
AH. |BCKDHB(9)| ¢.995C>T p.Pro332Leu 2 Enzymkomplex Funktionsverlust
beeintrachtigt
friher
K.M. | BCKDHA(2)| c.111delC |p.Arg40GlyfsX23 1 Translationsabbruch schwerer
durch Stop-Codon | Funktionsverlust
Translationsabbruch schwerer
BCKDHA(8)| c¢.1061G>A p.Trp354Stop 1 durch Stop-Codon | Funktionsverlust
J.H.
BCKDHA(9)| c¢.1312T>A p.Tyr438Asn 1 Matsuda et al., 1990 klassisch
Wynn et al., 2001
V. |BCKDHB(5)| c.547C>T p.Arg183Trp 2 (&hnlich) klassisch
Intermediare/Intermittierende MSUD-Varianten
DBT(2) |c.75_76delAT | p.Cys26TrpfsX1 1 Fisher et al., 1993 klassisch
S.W. Bindungsstelle fir | milde Funktions-
DBT(7) €.920T>C p.Phe307Ser 1 Acyl-CoA einbulRen
E.H. |BCKDHA(7)| ¢.890G>A p.Arg297His 2 Chuang & Shih, intermediar
2001
BCKDHA(4)| c¢.452C>T p.Thr151Met 1 Dursun et al., 2002 klassisch
J.S. Chuang & Shih, Thiamin-
DBT(7) c.901C>T p.Arg301Cys 1 2001 responsiv
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Fortsetzung Tabelle 4.2: Auswirkungen der gefundenen Mutationen.

Noch asymptomatische MSUD-Varianten

McConnell et al.,
BCKDHB(5)| c¢.526A>T p.Asn176Tyr 1 1997 klassisch
J.M. Edelmann et al.,
BCKDHB(7)| ¢.832G>A p.Gly278Ser 1 2001 intermediar
im reifen Enzym keine
J.J. [BCKDHB(1) c.115G>A p.Ala39Thr 1 nicht vorhanden Auswirkung
4.4 Mégliche Griinde fiir negative Ergebnisse der hier

durchgefiihrten Mutationsanalyse

Im Rahmen der molekulargenetischen Untersuchungen zu dieser Arbeit gelang es mit

den verwendeten Methoden bei neun Patienten mit MSUD-typischer Kklinischer

Symptomatik (klassische MSUD, intermediare/intermittierende MSUD-Varianten), in

90 % der Allele die krankheitsverursachende Mutation zu identifizieren. Demgegenuber

gelang dies bei drei im Neugeborenenscreening erkannten Patienten mit noch

asymptomatischer MSUD nur in 33 % der Allele. Als potentielle Grunde fir diese

deutliche Diskrepanz sind verschiedene Aspekte zu diskutieren:

Die regulatorischen Promotorregionen des BCKDHA-, BCKDHB- und des DBT-
Gens und die zwischen den kodierenden Exonen liegenden Intronbereiche
wurden nicht untersucht. Hier kdnnen beispielsweise Mutationen vorkommen, die
den korrekten Spleilvorgang beeintrachtigen (Chuang & Shih, 2001). Um auch
diese Mutationen zu erfassen, mussten die Untersuchungen die Sequenzierung
der mRNA beinhalten.

Bisher wurde die Mutationsanalyse bei der MSUD nicht auf den Genlocus der
BCKDH-spezifischen Phosphatase ausgedehnt. Lange Zeit konnte das
entsprechende Gen nicht identifiziert werden. Nach neuesten Veroéffentlichungen
scheint dies gelungen zu sein. Demnach wird die Phosphatase (Protein-
Phosphatase 2Cm) durch das PP2Cm-Gen = PPM1K-Gen kodiert (Lu et al.,

2009). Mutationen in diesem Gen, die zu einer Aktivitatsminderung der die
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BCKDH aktivierenden Phosphatase flihren, konnten vor allem leichteren MSUD-
Varianten zugrunde liegen (Lu et al., 2009). Das kénnte durchaus auch bei den
beiden noch nicht molekulargenetisch aufgeklarten Patienten dieser Arbeit mit
asymptomatischer MSUD der Fall sein (C.D. und M.U.).

o Als weitere Mdoglichkeit fur die Entstehung leichter MSUD-Varianten wurden
veranderte Expressionen von microRNAs angefihrt, wodurch es zur
Beeinflussung der BCKDH-Aktivitadt kommen kann. Hier sei vor allem die
microRNA29b erwahnt, die sich an die mMRNA des DBT-Gens bindet und deren
Translation verhindert (Mersey et al., 2005).

4.5 Zur Diskussion eines Algorithmus fiir die
Konfirmationsdiagnostik bei Verdacht auf eine MSUD aus

dem Neugeborenenscreening
In dem Leitlinienentwurf der Arbeitsgemeinschaft far Padiatrische
Stoffwechselstorungen  (APS) vom  November 2009 mit dem  Titel:
,=Konfirmationsdiagnostik bei Verdacht auf angeborene Stoffwechselkrankheiten aus
dem Neugeborenenscreening” wird auch ein Flussdiagramm zum diagnostischen
Algorithmus fur die MSUD vorgeschlagen (siehe Abbildung 4.13). Dieser soll im

Folgenden diskutiert werden.
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Ahornsirupkrankheit
Xle'/Val im Trockenblut > cut-off

________________________
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spezifischer Assay Allo-lle?

Allo-lle erhoht

Normalbefund
MSUD < (NGS falsch positiv)
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diagnostischer
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4

"Xle steht fiir die Summe der Konzentrationen von Leuzin (Leu), Isoleuzin (lle), Allo-1soleuzin (Allo-lle) und Hydroxyprolin (OH-
Pro), die im Neugeborenenscreening mit Tandem-MS nicht differenziert werden. Bei friiher Abnahme der Blutprobe ist Valin
u.U. noch im Normbereich.

? Manche Systeme zur Aminoséurenanalytik kénnen Alloisoleuzin nicht sicher nachweisen.

Abbildung 4.13: Flussdiagramm zum diagnostischen Algorithmus flr die MSUD.

Durch einen fur eine MSUD auffalligen Befund im Neugeborenenscreening wird
zunachst nur eine Verdachtsdiagnose gestellt, die durch geeignete Methoden bestatigt
oder ausgeschlossen werden muss. Hierzu sind verschiedene Szenarien denkbar.
Wenn die Konzentrationen der BCAA und von Allo-Isoleucin im Plasma (und ggf. auch
die der BCKA im Urin) deutlich erhdht sind, lasst sich die Diagnose MSUD bereits
sicher stellen. Zumindest der Beginn einer typischen klinischen Symptomatik ist bei
dieser Konstellation zu erwarten. Weitere Bestatigungsuntersuchungen sind nicht
notwendig. Sollte bei der Aminosaurenanalyse im Plasma ein stark erhohtes
Hydroxyprolin auffallen, so kann dies zu einem falsch positiven Ergebnis des
Neugeborenenscreenings gefuhrt haben.

Im Falle nur grenzwertig erhdhter BCAA-Spiegel im Plasma ist die Messung der
Konzentration von Allo-Isoleucin besonders interessant. Im Falle einer eindeutig
erhdhten Allo-Isoleucin-Konzentration, kann die Verdachtsdiagnose als bestatigt gelten.
Wenn Zweifel an der Diagnose MSUD bestehen, beispielsweise auch bei

asymptomatischen  Kindern mit  positivem  Screeningbefund, sollte eine
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Mutationsanalytik durchgeflihrt werden. Ein eindeutiger diagnostischer Befund (zwei
mutierte Allele an einem krankheitsspezifischen Genlocus) bestatigt die MSUD auf der
molekulargenetischen Ebene. Ein negativer Befund schliel3t eine MSUD aber auf Grund

der in dieser Arbeit berichteten Ergebnisse nicht aus.

In dem Leitlinienentwurf werden als zu analysierende krankheitsspezifische Gene das
BCKDHA-, BCKDHB-, DBT- und DLD-Gen aufgefihrt, wobei das DLD-Gen die E3-
Untereinheit des BCKDH-Komplexes kodiert. Bereits in der Einleitung dieser Arbeit
wurde angefuhrt, dass es sich beim genetischen Defekt in der E3-Untereinheit (E3-
Defekt) nicht um eine MSUD im eigentlichen Sinne handelt, sondern um ein
eigenstandiges Krankheitsbild, bei dem zusatzlich zur BCKDH die PDH und o-KGDH
von dem genetischen Defekt betroffen sind und Betroffene dementsprechend ein von
der MSUD unterschiedliches Metabolitenspektrum aufweisen. Es ist nicht einsichtig,
warum dieses Gen bei der Mutationsanalyse im Rahmen der Bestatigungsdiagnostik fir
MSUD bertcksichtigt werden sollte.

Vielmehr schlage ich vor, in die Mutationsanalyse anstelle des DLD-Gens das PPM1K-
Gen aufzunehmen. Die vorliegende Arbeit hat Hinweise darauf ergeben, dass
vornehmlich leichten MSUD-Varianten mit langfristig asymptomatischem Verlauf
Mutationen im PPM1K-Gen zugrunde liegen kénnen. Leider stand das PPM1K-Gen
zum Zeitpunkt der Laboruntersuchungen zu der vorliegenden Arbeit noch nicht fur eine
Sequenzanalyse zur Verfugung. Herr Prof. Haberle in Zurich plant aber aufgrund eines
Hinweises demnachst bei einer groReren Anzahl von leichten MSUD-Varianten ohne
eindeutigen diagnostischen molekulargenetischen Befund Untersuchungen im PPM1K-

Gen vorzunehmen.

Es gibt Hinweise darauf, dass nach Einfuhrung des Neugeborenenscreenings mittels
Tandem-Massenspektrometrie im Vergleich zur Gesamtzahl der neu diagnostizierten
Falle relativ mehr Kinder mit einer leichten, langfristig asymptomatisch verlaufenden
MSUD-Variante identifiziert werden (Fingerhut et al., 2008). Gerade bei diesen Kindern
mit einem vollkommen unvorhersagbaren Krankheitsverlauf (z. B. wahrend kataboler
Stressphasen im Verlauf interkurrenter Erkrankungen) sollte die Bestatigungsdiagnostik
einer MSUD zweifelsfrei moglich sein. Das geht meiner Ansicht nach nur dadurch, dass

bei diesen leichten Varianten das PPM1K-Gen in die molekulargenetischen
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Untersuchungen eingeschlossen wird. Es ware auch denkbar, dass die
Symptomatik/Krankheit bei einer leichten MSUD-Variante aufgrund mutierter PPM1K-
Allele anders, eventuell gutartiger verlauft, als aufgrund mutierter BCKDHA-, BCKDHB-
oder DBT-Allele. Eine dementsprechende molekulargenetische Untersuchung hatte

somit auch eine grolRe prognostische Bedeutung.
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V. Zusammenfassung

Die  Ahornsirupkrankheit (MSUD) ist eine autosomal-rezessiv  vererbte
Stoffwechselstoérung, der aktivitatsvermindernde Veranderungen des
Multienzymkomplexes der verzweigtkettigen o-Ketosauren-Dehydrogenase (BCKDH)
zugrunde liegen. Dadurch kommt es zu einer Abbaustorung der verzweigtkettigen
Aminosauren (BCAA) Leucin, Isoleucin und Valin und der zugehorigen o-Ketosauren
(BCKA), welche in den Korperflussigkeiten und den Geweben akkumulieren. Zusatzlich

entsteht auch die fur die MSUD pathognomonische Aminosaure L-Allo-Isoleucin.

Der BCKDH-Multienzymkomplex setzt sich aus vier BCKA-spezifischen katalytischen
Untereinheiten zusammen. Diese sind die E1- und E2-Untereinheit, eine inaktivierende
Kinase und eine aktivierende Phosphatase. Die E1-Untereinheit besteht wiederum aus
E1a- und E1B-Polypeptiden, welche durch das BCKDHA- bzw. BCKDHB-Gen kodiert
werden. Die E2-Untereinheit wird durch das DBT-Gen kodiert, die Kinase durch das
BCKDK-Gen und die Phosphatase durch das erst kirzlich identifizierte PPM1K-Gen.
Bisher wurden fur die verschiedenen Formen der MSUD Uber 166
krankheitsverursachende Mutationen beschrieben, die entweder den BCKDHA-, den
BCKDHB- oder den DBT-Genlocus betreffen. Alle MSUD-Patienten mit
Mutationsnachweis zeichnen sich entweder durch eine Homozygotie der gefundenen
Mutation oder eine Compound-Heterozygotie fur mutierte Allele an jeweils einem
Genlocus aus. In den BCKDK- und PPM1K-Genen wurde bisher noch nicht

systematisch nach krankheitsverursachenden Mutationen gesucht.

Die akkumulierenden verzweigtkettigen Substanzen, insbesondere Leucin und die
zugehorige a-Ketoisocapronsaure (KIC) haben sowohl eine akute als auch eine
chronische neurotoxische Wirkung auf das Gehirn. Dieser Wirkung liegen zwei
Mechanismen zugrunde. Zum einen bewirkt eine stark erhohte Plasma-
Leucinkonzentration eine kompetitive Transporthemmung fir eine Reihe anderer
essentieller Aminosauren an der Bluthirnschranke mit der Konsequenz einer
eingeschrankten Protein- und Neurotransmittersynthese im Gehirn. Zum anderen
kommt es im Zusammenhang mit einer hohen Konzentration von KIC im Gehirn zu

einer Storung des Glutamatstoffwechsels in den Astrozyten und Synaptosomen und
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durch Beeintrachtigung des Citratzyklus zu einem Energiemangel. Wahrend ein akuter
starker Anstieg der Leucin- und KIC-Konzentrationen, z. B. im Rahmen eines katabolen
Stresses, zu einer akuten Encephalopathie fuhrt, kommt es bei langfristig maRiggradig
erhohten Leucin- und KIC-Konzentrationen zu einer chronischen Hirnschadigung mit
Dysmyelinisierung. Zur Vermeidung einer Hirnschadigung bendtigen Patienten mit
MSUD eine lebenslange Diatbehandlung, durch welche die Plasmakonzentrationen flr

Leucin und die anderen BCAA in den normnahen Bereich gesenkt werden.

Die MSUD prasentiert sich mit unterschiedlichen Schweregraden. Es wird die schwerste
und haufigste klassische Form (mit einer BCKDH-Restaktivitat < 2-5%) von mehreren
leichteren varianten Formen mit hherer BCKDH-Restaktivitat unterschieden. Zu diesen
gehoren die intermediare Form, die bei verspateter Diagnosestellung eine irreversible
neurologische und psychointellektuelle Symptomatik aufweist, die intermittierende
Form, bei der es unter katabolem Stoffwechselstress zu sehr gefahrlichen
encephalopathischen Episoden kommen kann und eine asymptomatisch verlaufende
Form, die nur im Neugeborenenscreening aufgrund relativ leicht erhohter BCAA-

Konzentrationen im Blut erkannt werden kann.

Die Diagnostik der MSUD erfolgte in Deutschland bis zum Jahre 2002 in der Regel
aufgrund klinischer Symptome. Seit 2005 wird sie unabhangig von der klinischen
Symptomatik im Rahmen des erweiterten Neugeborenenscreenings (NBS) erkannt. Wie
fur andere Zielkrankheiten des Neugeborenenscreenings gilt auch fur die MSUD, dass
ein positiver Screeningbefund immer nur eine Verdachtsdiagnose und keine definitive
Diagnose darstellt. Es muss daher immer eine sichere Bestatigung der Diagnose (oder
auch ein sicherer Ausschluss der Diagnose) mit geeigneten Anschlussuntersuchungen
im Labor erfolgen. Die frihzeitige Erkennung der MSUD am 4. bis 5. Lebenstag im NBS
aufgrund erhohter Konzentrationen der BCAA im Blut bringt es mit sich, dass das
betroffene Neugeborene sich noch im prasymptomatischen Stadium oder zu Beginn
des symptomatischen Stadiums befindet. Es koénnen grundsatzlich Neugeborene
sowohl mit der klassischen MSUD als auch mit einer MSUD-Variante erkannt werden
und eine Behandlung kann fruhzeitig erfolgen, noch bevor es zur Ausbildung schwerer

und zum Teil irreversibler Stérungen des Zentralnervensystems kommt. Der
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Algorithmus, nach dem die Bestatigungsdiagnostik zu erfolgen hat, ist bisher nicht

verbindlich in einer Leitlinie festgelegt.

Die Laboruntersuchungen der Bestatigungsdiagnostik betreffen grundsatzlich
Untersuchungen auf drei Ebenen mit zunehmender Beweiskraft: die Ebene der
Stoffwechselmetabolite, die Ebene der Enzymaktivitit und die Ebene der
Mutationsanalyse krankheitsspezifischer Gene.

Fir die Diagnose einer MSUD gelten die stark erhdhten Plasmakonzentrationen von
Leucin, Valin, Isoleucin, und - unbedingt - von Allo-Isoleucin als beweisend. In solchen
Fallen wird der Nachweis einer reduzierten BCKDH-Aktivitdt (z. B. in kultivierten
Hautfibroblasten) oder die Bestatigung durch Nachweis krankheitsverursachender
Mutationen nicht als zwingend erforderlich angesehen. Bei stark erhohten
Plasmakonzentrationen der BCAA ist zum Zeitpunkt der Konfirmationsdiagnostik auch

mit neurologischen Symptomen zu rechnen.

Im Falle nur grenzwertig erhohter BCAA-Spiegel im Plasma ist die Messung der
Konzentration von Allo-Isoleucin besonders interessant. Bei einer eindeutig erhodhten
Allo-Isoleucin-Konzentration kann die Verdachtsdiagnose als bestatigt gelten. Sollten
aber Zweifel an der Diagnose einer MSUD bestehen oder liegen nur grenzwertig
erhohte BCAA-Spiegel vor, so empfiehlt sich die Durchfuhrung der Mutationsanalytik.
Dabei ist zu beachten, dass nur ein eindeutiger diagnostischer Befund (= zwei mutierte
Allele an einem krankheitsspezifischen Genlocus) eine MSUD auf molekulargenetischer
Ebene bestatigt. In der Literatur gibt es Hinweise darauf, dass in einigen Fallen mit
varianter MSUD keine krankheitsverursachende Mutationen in den Genen flur die drei
spezifischen Untereinheiten des BCKDH-Komplexes vorliegen. Es wurde spekuliert,
dass in solchen Fallen die den BCKDH-Komplex aktivierende Phosphatase genetisch

verandert sein konnte.

Die vorliegende Arbeit hat zum Ziel, mit dem Material von insgesamt 14 Personen, bei
denen sich die Verdachtsdiagnose einer MSUD aufgrund der klinischen Symptomatik
(N=6) oder aufgrund eines positiven Befundes im Neugeborenenscreening ergab (N=8),
die Bedeutung des Nachweises krankheitsverursachender Mutationen fur eine sichere

Bestatigung der Diagnose zu untersuchen.
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Im Rahmen dieser Untersuchung wurden folgende Teilaspekte bearbeitet:

e Zuordnung der im Neugeborenenscreening identifizierten Falle von MSUD zu
einem von drei klinischen Phanotypen im Vergleich zu klinisch diagnostizierten
Fallen.

e Molekulargenetische Charakterisierung hinsichtlich maoglicher
Mutationsereignisse im BCKDHA-, BCKDHB- und DBT-Gen bei allen 14
untersuchten Personen.

e Mogliche Konsequenzen der gefundenen Mutationen auf die Sekundar- und
Tertiarstruktur der E1- (E1a- und E1B-) und E2-Untereinheiten des BCKDH-
Multienzymkomplexes.

e Diskussion eines Algorithmus fur die Konfirmationsdiagnostik bei Verdacht auf

eine MSUD aus dem Neugeborenenscreening.

In einer ersten Analyse wurden die Kinder aufgrund der klinischen Angaben und
einschlagigen klinisch-chemischen Daten (Plasmaspiegel der BCAA einschlieldlich Allo-
Isoleucin, Allo-Isoleucin/Isoleucin-Ratio, BCKA-Oxidation in Fibroblasten) zu einem der
drei Phanotypen - 1.) klassische MSUD, 2.) intermediare oder intermittierende MSUD-
Variante, 3.) noch asymptomatische MSUD-Variante - zugeordnet. Im Rahmen dieser
Zuordnung wurde in der Gruppe der sechs klinisch auffallig gewordenen Patienten ein
Kleinkind wegen offensichtlicher Fehldiagnose ausgesondert. Von den restlichen funf
Patienten hatten drei eine klassische MSUD und zwei eine intermittierende MSUD-
Variante. Von den acht Kindern mit einem fir MSUD positiven Befund im NBS konnten
drei sofort einer klassischen MSUD zugeordnet werden, und eins einer
intermediaren/intermittierenden MSUD-Variante. Vier Kinder liefen anfanglich unter der
Verdachtsdiagnose einer asymptomatischen MSUD. Bei einem Kind war diese
Verdachtsdiagnose aufgrund fehlender spezifischer Laborbefunde im Rahmen der

Konfirmationsdiagnostik nicht haltbar.

Von allen 14 Personen mit anfanglichem MSUD-Verdacht wurde die
molekulargenetische Charakterisierung hinsichtlich maoglicher Mutationsereignisse im
BCKDHA-, BCKDHB- und DBT-Gen durchgefuhrt. Zur Charakterisierung der
molekulargenetischen Veranderungen wurden die Gene mit den jeweils angrenzenden

Intronsequenzen untersucht. Dabei wurden 14 verschiedene wahrscheinlich
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krankheitsverursachende Mutationen, davon funf im BCKDHA-Gen, sechs im BCKDHB-
Gen und drei im DBT-Gen nachgewiesen. Die eine Halfte der Mutationen war bereits

bekannt, die andere Halfte wurde hier zum ersten Mal beschrieben.

Bei den neun Patienten (funf klinisch diagnostiziert, vier im NBS identifiziert) mit einer
MSUD-typischen Symptomatik und mit flr eine MSUD eindeutigen klinisch-chemischen
Befunden wurden in 16 von 18 madglichen Allelen (90 %) krankheitsverursachende
Mutationsereignisse aufgedeckt. Fur die Sicherung der Diagnose war in allen diesen
Fallen der Einsatz der molekulargenetischen Untersuchung streng genommen nicht
erforderlich. Bei den vier bisher asymptomatischen Kindern aus dem
Neugeborenenscreening (mit grenzwertigen BCAA-Plasmaspiegeln) fanden sich von
acht moglichen nur zwei (25 %) krankheitsverursachende Mutationsereignisse, beide
bei einem Patienten, welcher aufgrund der Erfahrungen mit den gefundenen Mutationen
entweder weiter symptomfrei bleiben kénnte oder den Phanotyp einer intermittierenden
MSUD entwickeln konnte. Schliel3t man das bereits erwahnte asymptomatische Kind
aus dem NBS aufgrund des Fehlens eines auch nur leicht erhdhten Allo-
Isoleucinspiegels von der Diagnose einer sehr leichten Form einer MSUD aus, so
bleiben zwei Kinder, bei denen sich eine MSUD aufgrund der Laborbefunde bestatigen
lie3, bei denen aber in den Genen der drei spezifischen Untereinheiten des BCKDH-

Komplexes keine krankheitsverursachenden Mutationen identifiziert wurden.

Die Diskussion der Arbeit betrifft mdgliche Konsequenzen der identifizierten Mutationen
auf die Sekundar- und Tertiarstruktur der E1- (E1a- und E1B-) und E2-Untereinheiten
des BCKDH-Multienzymkomplexes. Sie beschaftigt sich aber auch mit den Grinden fir
die geringe Ausbeute der Mutationssuche bei den Kindern mit noch asymptomatischer
MSUD. Hier erscheint mir die Ausdehnung der Mutationsanalyse insbesondere bei den
leichten MSUD-Varianten auf den Genlocus der BCKDH-spezifischen Phosphatase
erforderlich zu sein. Aktivitdtsmindernde Mutationen im PPM1K-Gen kdnnten
vornehmlich leichten MSUD-Varianten mit langfristig asymptomatischem Verlauf
zugrunde liegen. Gerade bei diesen Kindern konnte der Nachweis von Mutationen im
PPM1K-Gen auch eine prognostische Aussage hinsichtlich des weiteren klinischen
Verlaufs ermdglichen, weil bei einem Defekt in der Phosphatase selbst wahrend

schwerer gewebskataboler Phasen ein benigner Krankheitsverlauf moglich ware.
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In der Leitlinie der Arbeitsgemeinschaft flir Padiatrische Stoffwechselstérungen fir die
,2Konfirmationsdiagnostik bei Verdacht auf eine MSUD aus dem
Neugeborenenscreening® sollte bei jedem Fall von nur grenzwertig erhohten BCAA-
Spiegeln ein eindeutiger diagnostischer Befund durch die Mutationsanalytik erzwungen
werden. Dazu sollten aus oben genannten Grinden bei Patienten mit noch fehlendem
diagnostischen molekulargenetischen Befund im BCKDHA-, BCKDHB- und DBT-Gen

auch Untersuchungen im PPM1K-Gen vorgenommen werden.
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Tabelle 7.1: Oligonukleotide zur Amplifikation und Sequenzierung der genomischen

DNA des BCKDHA-Gens

Exon | PCR- Annealing-
Nr. Produkt- Sequenz Primer Sense (5°-3°) Sequenz Primer Sense (3*-5%) temperatur (°C)
ldange (bp)

1 295 CAGATGGTGCTGGAGTTTGC CCCTGAAGGATATGAAGGAAG | 55

2 319 TGCTTCTGATGCAGGTGGTCTC | ACGTCTATCTGTGCCTCCAC 58

3 212 TGCCTGTCTCCTCTCTGGT CTACCTGTGTTTGGGCCA 58

4 248 TGTCATTGCCCAGCATAA TTCTTCCAGGAGCAGCATAG 55

5 297 CCACAGGGCTGAACTGTC GTCCAGGCCTCAGCTCTT 58

6 339 GTGGGTCATGTGAGTGTGAA ATCATCTCCTTCCCTCCC 55

7 269 CCTCGTGCATGTTCCTTATC ACAGCCACCGTAGCATCTT 55

8 306 ATCCTCCCTCCTGACCC AGAGCTTGGGAAGGATTTGT 55

9 349 AGGAGGAAGCAGGGTCC CCCAGTCAGCTCCCTCTAA 58

Tabelle 7.2: Oligonukleotide zur Amplifikation und Sequenzierung der genomischen
DNA des BCKDHB-Gens

Exon | PCR- Annealing-
Nr. Produkt- Sequenz Primer Sense (5°-3) Sequenz Primer Sense (3°-5°) temperatur
lange (bp) (°C)
1 260 CTGCATAGCCTGAGAATTCC CTGGGACTGCCCACTCGG 58
2 295 CAGCAATTTGCATAATATCTTTC | TGTGGAGCTCAATGGTTAAC 55
3 338 AGAAGTTGAGAAACCTTGATCG | CCCATTGTATGGATGAATTCC 55
4 295 TCTCCATCCCATTATTAGTTTACT | TCAAGTATTGCCGCTACCCT 55
5 340 GAGGAAGAACGGAAGGAGAT AAACAAACAGGATTCTTGGAA 55
6 322 GCAGCGAGTTTACTGGGATA TTGGTATTTAGTTTGTCCTCAGG | 55
7 249 TTTCCTGTTCTGTATTTAGCGG AAGTCTGGTCGTACTGATGCT 55
8 249 AATAGTGACATCAGCATTCAACT | GAAATTGTGAGCTATGTGAGCA | 55
9 302 CGAGTTGTAACTTATTGGCATAC | ACATGCCAATTCCAGAAGAA 55
10 291 TTGCACTATTTCATTTCTGTGAG | CCAAGACACAGCAATCATCA 55
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Tabelle 7.3: Oligonukleotide zur Amplifikation und Sequenzierung der genomischen
DNA des DBT-Gens

Exon | PCR- Annealing-
Nr. Produkt- Sequenz Primer Sense (5°-3°) Sequenz Primer Sense (3°-5°) temperatur
ldnge (bp) (°C)
1 133 CGTTTCCCATCTCCTGATAG GTGATTTGTCCGGAGTCATC 55
2 301 GAGATAAGCCGGTATGGTTG GACTGTGTATTTCTAGCCGG 52
3 265 CCTCTGCCTGAGAACATTC GGATAGTGGGAATCCATTT 52
4 329 CTCAGCATGGCATTTACATCCT TCTCTTTTTGTCATTGGGTCCC 55
5 201 TTCAACTGAAGTTAAGTTTTACC TCTGAGATTGTATAGGAAGTGTAC | 55
6 353 ACTGTCAGTTGATCAAATTCC GGCAATAGTTCATTTATTTTGG 55
7 260 GGATGAAGAGATTTGAGAATTTAA | CAAACAAGGCTTGAGTAGGACA 52
8 210 TTGTTTCAAATTCTCTATCCTTTCT | GGGCAAATGTGCTTGTAGAT 55
9 273 GATGGCAGTGAAGGTTGATC GTCACTTGGCATTTGTTCC 52
10 197 GTCACTTGGCATTTGTTCC GCAAATTCAGGGACTAAACA 52
11 314 GCTTGAGCTCTGAACAAGTG TAGCTGTGCCAGCACATG 52
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Abstract

Diagnostik der Ahornsirupkrankheit (MSUD) mit besonderer Betrachtung

der Mutationsanalyse in den BCKDHA-, BCKDHB- und DBT-Genen
Von Sarah Fend

Der MSUD liegen unterschiedliche vererbte Defekte in jeweils einer der drei Untereinheiten (Ela, E1p,
E2) des BCKDH-Multienzymkomplexes zugrunde. Als Folge einer BCKDH-Aktivitdtsminderung
akkumulieren die verzweigtkettigen Aminosduren (BCAA) Leucin, Valin, Isoleucin und
pathognomonisches Allo-Isoleucin. AuBler der schwersten klassischen Form der MSUD gibt es leichtere
symptomatische (intermedidre und intermittierende) Varianten sowie eine sehr leichte, {iber lange Zeit
asymptomatisch verlaufende Variante. Bisher fanden sich bei allen Formen der MSUD > 170
krankheitsverursachende Mutationen im BCKDHA- (kodiert fiir Ela), BCKDHB- (kodiert fiir E1B) oder
DBT-Gen (kodiert fiir E2).

Seit einigen Jahren werden alle Formen der MSUD im erweiterten Neugeborenenscreening (NBS) im pré-
bzw. friih-symptomatischen Stadium erkannt. Der klinische Verdacht auf MSUD und ein positiver
Screeningbefund bediirfen der Konfirmationsdiagnostik. In dieser Arbeit wurde die Bedeutung des
Nachweises krankheitsverursachender Mutationen flir die Diagnosesicherung der MSUD mit dem
Material von 14 Personen (6 mit klinisch gestellter Verdachtsdiagnose, 8 mit positivem NBS-Befund)
untersucht. Bei 9 Personen mit MSUD-typischer Symptomatik und hoch-pathologischen MSUD-
beweisenden Laborbefunden wurden in 16 von 18 mdglichen Allelen (90%) krankheitsverursachende
Mutationen aufgedeckt. Davon waren 7 Mutationen neu: 2 im BCKDHA-, 4 im BCKDHB- und 1 im DBT-
Gen. Zur Sicherung der Diagnose war in allen diesen Fillen die molekulargenetische Diagnostik nicht
zwingend erforderlich. Von vier Kindern aus dem Neugeborenenscreening mit asymptomatischen Verlauf
und nur grenzwertig erh6hten BCAA-Plasmaspiegeln war bei einem die Diagnose MSUD aufgrund des
Fehlens spezifischer Laborbefunde (einschlieBlich normales Allo-Isoleucin) nicht haltbar. Bei den
anderen 3 Kindern mit nur sehr leicht pathologischen aber eindeutigen Laborbefunden (einschlieflich
erhohtem Allo-Isoleucin) fanden sich von 6 mdglichen nur 2 (33%) krankheitsverursachende
Mutationsereignisse, beide bei einem Kind, welches aufgrund der Erfahrungen mit den beiden im
BCKDHB-Gen gefundenen Mutationen entweder weiterhin symptomfrei bleiben oder wihrend eines
katabolen Stresses den Phanotyp einer intermittierenden MSUD-Variante entwickeln kdnnte.

Aufgrund der Ergebnisse wird gefordert, dass bei positiv gescreenten Kindern mit asymptomatischem
Verlauf und nur grenzwertig erhohten BCAA-Spiegeln die Diagnosesicherung einer MSUD durch
Mutationsanalytik erfolgen sollte. Dabei sollte auler den BCKDHA-, BCKDHB- und DBT-Genen auch
das PPMI1K-Gen sequenziert werden, welches fiir die spezifische BCKHD-aktivierende Phosphatase
kodiert. Es gibt zunehmend Hinweise dafiir, dass bei leichten MSUD-Varianten aktivititsmindernde

Mutationen im PPM1K-Gen mit eigenstindigem klinischem Verlauf vorliegen kdnnten.

Univ.-Prof. Dr. med. Udo Wendel
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